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Efekat mutacije gena VHL na nivo ekspresije proteina mTOR signalnog puta u 




Sporadični svetloćelijski karcinomi bubrega asocirani su sa mutacijama tumor 
supresorskog gena VHL kod 60-80 % pacijenata. U odsustvu funkcionalnog proteina 
VHL dolazi do akumulacije faktora indukovanih hipoksijom koji regulišu ekspresiju 
gena uključenih u procese angiogeneze, eritropoeze, ć lijskog metabolizma i 
preživljavanja. Pored specifičnog genetičkog profila i povišenog nivoa HIF-2α 
svetloćelijske karcinome bubrega karakteriše glikolitički metabolički put i povišena 
aktivnost mTOR signalnog puta. Nepovoljan energetski status i hipoksija blokiraju 
aktivnost mTOR signalnog puta preko proteina AMPK i REDD1.  
Ova studija imala je za cilj da utvrdi mogću asocijaciju mutacionog statusa gena 
VHL sa patohistološkim parametrima, nivoom HIF-2α iRNK i nivoom proteina HIF-2α, 
mTOR, TSC1, TSC2, eIF4E-BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 i PDK3 u svetloćelijskom 
karcinomu bubrega. 
Studija je obuhvatala 47 pacijenata kojima je urađena totalna nefrektomija zbog 
prisustva svetloćelijskog karcinoma bubrega. Genomska DNK izolovana iz uzoraka 
venske krvi i somatska DNK izolovana iz uzoraka tumorskog i neizmenjenog tkiva 
bubrega upotrebljene su za određivanje mutacionog statusa gena VHL i gubitka 
heterozigotnosti 3p lokusa sekvenciranjem, metodom amplifikacije višestruko ligiranih 
proba i fragmentnom analizom mikrosatelitnih markera. Metilacioni status promotora 
gena VHL ispitan je metil specifičnom PCR reakcijom nakon bisulfitne modifikacije 
DNK. Kvantitativni RT-PCR primenjen je za relativnu kvantifikaciju HIF-2α iRNK u 
tumorskom i neizmenjenog tkivu bubrega. Kvantitafikcija ekspresije proteina HIF-2α, 
mTOR, TSC1, eIF4E-BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 i PDK3 utvrđena je Western blot 
metodom. Semikvantitativna imunohistohemijska analiza korišćena je za utvrđivanje 
nivoa ekpresije proteina TSC2. 
Alteracija u genu VHL i/ili 3p regionu detektovana je kod 37/47 (78.7 %)
analiziranih uzoraka tumorskog tkiva. Monoalelna inktivacija gena VHL (prisustvo 
intragenske mutacije ili gubitak heterozigotnosti 3p lokusa) detektovana je kod 10/47 
(21.3 %) pacijenata. Bialelna inaktivacija gena VHL utvrđena je kod 27/47 (57.4 %) 
pacijenata, odnosno 27/31 (87.1 %) nosioca intragenske mutacije. Uzorci tumorskog 
tkiva sa wtVHL genom imali su znač jno veći gradus u odnosu na tumore sa 
monoalelnom i bialelnom inaktivacijom gena VHL. U našoj studiji, pokazana je 
asocijacija nivoa ekspresije proteina TSC1, REDD1 i PDK3 sa mutacionim statusom 
gena VHL.  
Ovo je prva studija rađena na uzorcima svetloćelijskog karcinoma bubrega u 
kojoj je ispitivana ekspresija i pokazana asocijacija n voa proteina PDK3 sa mutacionim 
statusom gena VHL. Rezultati ove studije pokazali su naučn  opravdanost, jer pružaju 
informacije koje se odnose na nivo ekspresije komponenata mTOR signalnog puta u 
zavisnosti od mutacionog statusa gena VHL, što doprinosi potpunijem razumevanju 
molekularnih mehanizama koji su uključeni u proces onkogeneze bubrežnog tkiva.  
 
Klju čne reči: svetloćelijski karcinom bubrega, gen VHL, mTOR signalni put, ćelijski 
metabolizam. 
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The effect of VHL gene mutation on the expression levels of mTOR signaling 




Sporadic clear cell renal carcinoma is associated with mutations of the VHL gene 
in 60-80 % patients. The absence of a functional VHL protein leads to accumulation of 
hypoxia-inducible factors which regulate expression of genes involved in angiogenesis, 
erythropoiesis, cell metabolism and survival. Specific genetic background,  
overexpression of HIF-2α transcription factor as well as glycolytic metabolism and 
upregulated activity of mTOR pathway are the main characteristics of clear cell renal 
carcinoma. The lack of energy and hypoxia inhibit mTOR signaling through activity of 
AMPK and REDD1 proteins. 
The aim of present study was to determine associatin of VHL gene mutational 
status with pathohistological parameters, expression level of mRNA HIF-2α and 
expression levels of mTOR, TSC1, TSC2, eIF4E-BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 and 
PDK3 proteins in clear cell renal carcinoma. 
The study included 47 patients who underwent radical nephrectomy due to 
unilateral kidney tumor. DNA was extracted from peri heral venous blood, tumorous 
and corresponding healthy renal tissue. The VHL gene mutational status and loss of 
heterozigosity of 3p loci were detected using DNA sequencing, MLPA and analysis of 
microsatellite markers. The VHL gene promoter methylation analysis was examined by 
MS-PCR after bisulphite modification of DNA. Quantita ve real time PCR was 
performed for relative quantification of HIF-2 alpha mRNA. Expression levels of HIF-
2α, mTOR, TSC1, eIF4E-BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 and PDK3 proteins was 
determined using Western blot method. Immunohistochemistry was performed for semi-
quantitative analysis of TSC2 protein. 
Alteration of VHL gene and/or changes of 3p loci were detected in 37/47 (78.7 
%) analysed tumorous samples. Monoallelic inactivation of VHL gene (intragenic 
mutation or loss of heterozygosity of 3p loci) occurred in 10/47 (21.3 %) tumorous 
samples. Biallelic inactivation of VHL gene were found in 27/47 (57.4 %) tumorous 
samples or 27/31 (87.1 %) samples with mutation in VHL gene. Tumors with wt VHL 
gene have shown significantly higher Furhman’s nuclear grade in comparison to tumors 
with monoallelic and biallelic inactivation of VHL gene. This study has shown 
association of VHL gene mutational status with expression levels of TSC1, REDD1, and 
PDK3 proteins.  
To our knowledge, this was the first study performed on clear cell renal cell 
carcinoma that has examined the expression level of PDK3 protein and its association 
with VHL gene mutational status. Scientific rationale for ou study was results that 
provide information about the expression levels of mTOR signaling pathway 
components according to mutational status of VHL gene and contribute to better insights 
into molecular mechanisms involved in oncogenesis of renal tissue.   
 
Keywords: clear cell renal cell carcinoma, VHL gene, mTOR signaling pathway, 
cellular metabolism. 
Scientific field: Biology 
Special topic: Molecular biology 
UDC number: 616-006.6:[575.224.2:[577.112:612.46]](043.3) 
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1.1. Epidemiologija, etiologija i klasifikacija karcinoma bubrega   
Karcinom bubrega (eng. Renal Cell Carcinoma, RCC) predstavlja neoplaziju 
epitelijalnih ćelija proksimalnih tubula bubrega, čini preko 90% tumora bubrega i 2-3 % 
svih karcinoma sa najvećom incidencom u razvijenim zemljama. U protekle dve 
decenije godišnji porast incidence renalnih karcinoma u zemljama Evrope iznosio je 2 
% (Ljunberg et al. 2014). Prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije „Dr Milan 
Jovanović Batut“ u našoj populaciji prisutan je trend porasta broja obolelih od 
karcinoma bubrega (Cancer Registry of Central Serbia, 2012). Karcinom bubrega se 
najčešće javlja kod osoba između 60 i 70 godina starosti, sa većom učestalošću kod 
muškaraca (1.5:1). Faktori rizika za pojavu karcinoma bubrega su pušenje, gojaznost, 
hipertenzija, kao i porodična anamneza. Za razliku od sporadičnih, familijarni karcinom 
bubrega sa sindromskom ili nesindromskom prezentacijom nastaje u ranoj životnoj dobi 
(Ljunberg et al. 2014). Identifikovani su geni koji su odgovorni za razvoj hereditarnih 
sindroma u kojim participira tumor bubrega: von Hippel Lindau sindrom (VHL), 
hereditarni papilarni renalni karcinom (HPRC), Birt-Hogg Dubé sindrom (BHD), 
hereditarni lejomiomatozni renalni karcinom, tuberozna skleroza i familijarni 
onkocitom (Tabela 1) (Beltran et al. 2006; Bodmer et al. 2002).  
Tumori bubrega se prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (eng. 
World Health Organization, WHO) iz 2004. godine zasnovanoj na patohistološkim i 
genetičkim karakteristikama dele na: familijarne karcinome bubrega i sporadične 
tumore bubrega u koje spadaju maligni (eng. Renal Cell Carcinoma, RCC) i benigni 
tumori bubrega, metanefrički tumori, mešoviti mezenhimalni i epitelijalni tumori, 
nefroblastički tumori, neuroendokrini i drugi tumori (Tabela 2) (Beltran et al. 2006).  
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Tabela 1. Familijarni RCC sa sindromskom i nesindromskom prezentacijom (Beltran et al. 2006) 
Sindrom Gen Tip tumora 
Von Hippel-Lindau (VHL) VHL (3p25) svetloćelijski 





nije identifikovan* svetloćelijski 
Familijarni karcinom 
bubrega 
nije identifikovan svetloćelijski 
Hereditarni PRCC c-MET papilarni tip 1 
Birt-Hogg-Dubbe (BHD) BHD hromofobni** 
Familijarni onkocitom 
parcijalni gubitak različitih 
hromozoma 
onkocitom 
Hereditarni lejomiom-RCC FH papilarni tip 2 
* Gen VHL mutiran je u pojedinim familijama 
** Renalni onkocitomi, hibridni onkocitomi i svetloćelijski karcinomi 
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Tabela 2. Klasifikacija tumora bubrega prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (Beltran et al. 2006) 
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1.2. Svetloćelijski karcinom bubrega 
Svetloćelijski karcinom bubrega (eng. clear cell Renal Cell Carcinoma, ccRCC) 
je solitarni, nasumično distribuirani i dobro vaskularizovan tumor kore bubrega 
izgrađen od ćelija sa svetlom eozinofilnom citoplazmom. Makroskopski, ccRCC je 
zlatno žute boje koja potiče od bogatog sadržaja holesterola, neutralnih lipida i 
fosfolipida. U okviru tumora prisutne su ciste, nekrotične i hemoragične zone, kao i 
zone kalcifikacije. Svi karcinomi bubrega svetloćelijskog tipa smatraju se malignim, 
nezavisno od velič ne, metastaziraju najčešće u pluća i limfne žlezde i indukuju slab 
inflamatorni odgovor (Algaba et al. 2011). 
Svetloćelijski karcinom bubrega javlja se u okviru VHL sindroma i u 
sporadičnoj formi kao posledica germinativne, odnosno somatske mutacije jednog alela 
tumor supresorskog gena VHL i somatske inaktivacije drugog, wt (eng. wild type) alela 
(Kim i Kaelin 2004; Kaelin i Maher 1998; Nordstrong-O’Brien et al. 2010; Banks et al. 
2006; Knudson 2001; Maher i Kaelin 1997; Maher et al. 2011). Somatska bialelna 
inaktivacija gena VHL podrazumeva prisustvo mutacije/gubitka heterozigotnosti na 
drugom alelu ili njegovo transkripciono utišavanje epigenetičkim mehanizmom - 
hipermetilacijom CpG ostrvaca u okviru promotora (Herman et al. 1994; Clifford et al. 
1998). Nastanak svetloćelijskog karcinoma bubrega asociran je i sa delecijama 
hromozoma 3p, 6q, 8p, 9p, 14q i duplikacijama hromozoma 5q22 (Beltran et al. 2006; 
Linehan et al. 2010).  
1.2.1. TNM sistem klasifikacije svetloćelijskog karcinoma bubrega  
Stepen napredovanja bolesti određuj  se korišćenjem TNM sistema klasifikacije 
(eng. Tumour Node Metastasis, TNM) kojim se opisuju veličina primarnog tumora (T), 
prisustvo metastaza u regionalnim limfnim žlezdama (N) i prisustvo udaljenih metastaza 
(M). Za određivanje stadijuma karcinoma bubrega preporučuje se UICC (eng. The 
Union for International Cancer Control) TNM sistem klasifikacije iz 2010. godine 
(Tabela 3) (Ljunberg et al. 2014). 
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Tabela 3. TNM klasifikacija svetloćelijskog karcinoma bubrega (Ljunberg et al. 2014) 
T Primarni tumor 
T0x - primarni tumor nije detektabilan  
        T1  - tumor veličine do 7 cm, ograničen na bubreg 
        T1a - tumor velič ne do 4 cm, ograničen na bubreg 
        T1b - tumor > 4 cm, ali ≤ 7 cm 
        T2   - tumor > 7 cm, ograničen na bubreg 
        T2a - tumor > 4 cm, ali ≤ 10 cm 
        T2b - tumor > 10 cm, ograničen na bubreg 
        T3 - tumor zahvata glavne vene, perirenalno masno tkivo, ali ne i ipsilateralnu    
nadbubrežnu žlezdu 
        T3a - tumor zahvata renalnu venu ili njene grane, perirenalno tkivo i/ili renalni 
sinus, ali ne probija Gerota fasciju   
        T3b  - tumor zahvata venu kavu ispod dijafragme 
        T3c  - tumor zahvata venu kavu ili njen zidi nad dijafragme 
        T4    - tumor probija Gerota fasciju i ipsilateralnu nadbubrežnu žlezdu 
N Regionalne limfne žlezde 
         Nx   - metastaze u regionalnim limfnim žlezdama nisu detektabilne 
         N0   - metastaze u regionalnim limfnim žlezdama nisu prisutne 
         N1   -  metastaze su prisutne u jednoj limfnoj žlezdi 
         N2   -  metastaze su prisutne u više od jedne limfne žlezde 
M Udaljene metastaze 
         M0  - metastaze u udaljenim organima nisu prisutne 
         M1  - metastaze su prisutne u udaljenim organima 
 
1.2.2. Furmanov nuklearni gradus kao sistem klasifikacije svetloćelijskog 
karcinoma bubrega 
Furmanov nuklearni gradus predstavlja sistem klasifikacije svetloćelijskog 
karcinoma bubrega zasnovan na morfološkim karakteristikama nukleusa i nukleolusa 
(Tabela 4) i pored TNM klasifikacije najznačajniji je prognostički parametar. Furmanov 
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gradus određuje se mikroskopskom analizom svetloćelijkog karcinoma bubrega 
primenom malog uvećanja mikroskopa (10x) (Fuhrman et al. 1982).  
Tabela 4. Furmanov nuklearni gradus (Modifikovano Fuhrman et al. 1982) 
Gradus 1 
okrugli hiperhromatski nukleusi (< 10 µm), nukleolusi nisu vidljivi; 
Gradus 2 
nukleusi (10-15 µm) sa fino granuliranim "otvorenim" hromatinom, nukleolusi su 
prisutni, slabo vidljivi; 
Gradus 3 
nukleusi ovalnog oblika (20 µm) sa grubo granuliranim  hromatinom, izraženi 
nukleolusi; 
Gradus 4 
pleomorfni nukleusi sa "otvorenim" hromatinom, prisustvo jednog ili više  
makronukleolusa; 
 
1.3. Strukturna organizacija gena VHL  
Gen VHL mapiran je na kraćem kraku trećeg hromozoma (3p25-26), obuhvata 
region dužine od oko 10 kb i sastoji se od tri konzervirana egzona (Slika 1). 
Transkripcioni produkt gena VHL je 4.7 kb duga informaciona ribonukleinska kiselina 
(iRNK) koja je eksprimirana u fetalnim i adultnim tkivima. Pomenuta iRNK sadrži dva 
otvorena okvira čitanja (eng. open reading frame, ORF), AUG start mesta (kodon 1 i 
54) i kodira dve proteinske izoforme, pVHL30 (213 amino kiselina, 24-30 kDa) koja je 
predominantno lokalizovana u citoplazmi i pVHL19 (160 amino kiselina, 19 kDa) sa 
nukleusnom i citoplazmatskom lokalizacijom, što sugeriše da u određenim uslovima 
ove izoforme mogu eksprimirati različite funkcije (Richards 2001; Robinson i Ohh 
2014). Funkcionalnim analizama pokazano je da obe izoforme ispoljavaju tumor 
supresorski efekat u in vivo  uslovima (Gossage 2014). 
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Slika 1. Struktura gena VHL i proteina VHL (Modifikovano Richards 2001) 
 
1.4. Struktura i funkcija proteina VHL  
Protein VHL (pVHL) je multifunkcionalni adapterski molekul koji ostvaruje 
tumor supresorski efekat na više nivoa (Slika 2) (Decker et al. 1997). pVHL sadrži 
vezujuće mesto - α domen i aminokiselinsku sekvencu za prepoznavanje supstrata - β 
domen (Slika 1).  
Protein VHL formira multiproteinski kompleks sa elonginom B i C, kulinom 2 i 
Rbx-1 koji ispoljava E3 ubikvitin ligaznu aktivnost i učestvuje u promovisanju 
degradacije različ tih proteina (Maher 2011; Lisztwan et al. 1999; Lee t al. 2005; 
Kuznetsova et al. 2003). Direktnim vezivanjem za glikoprotein fibronektin i kolagen IV 
α2 (COL4α2) podpomaže organizovanje ekstracelularnog matriks, pa je u pVHL -/- 
negativnim tumorima uočena povišena sekrecija fibronektina, uz deficit kolagena, što 
narušava arhitekturu ekstracelularnog matriksa i olkšava infiltraciju nove mreže krvnih 
sudova (Ohh et al. 1998; Kurban et al. 2008). pVHL ima sposobnost vezivanja za 
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mikrotubule čime inhibira njihovu depolimerizaciju, posredno delujući na održavanje 
oblika i polariteta ćelije, formiranje cilija i mitotskog vretena. Pokazano je da pVHL 
kolokalizuje sa komponentama deobnog vretena i da njegov gubitak indukuje 
hromozomsku nestabilnost (Thoma et al. 2009). Gubitak cilija adultnih bubrežnih ćelija 
jedna je od prvih morfoloških promena koja prethodi f rmiranju renalnih cista, koje su 
indikacija prekanceroznog patološkog stanja. 
 
Slika 2. Uticaj mutacija u genu VHL na patogenezu svetloćelijskog karcinoma bubrega (Modifikovano 
Gossage et al., 2010) 
 
Protein VHL uključen je u ćelijski odgovor na DNK oštećenja (eng. DNA 
damage response), modulaciju aktivnosti regulatora apoptoze, uvođenje ćelije u stanje 
“quiescent-a”, regulaciju plazminogen aktivirajućeg sistema urokinaznog tipa i 
inhibiciju invazije indukovanu hepactocitnim faktorom rasta u karcinomima bubrega 
(Roe et al. 2011; Metcalf et al. 2014; Roberts et al. 2009; Yang et al. 2007; preuzeto sa 
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/VHLID132.html).  
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1.5. Uloga proteina VHL u regulaciji faktora indukovanih  
hipoksijom  
Familija faktora indukovanih hipoksijom (eng. Hypoxia-inducible factors, 
HIFs), ima izuzetno znač jnu ulogu u procesu tumorigeneze bubrežnog tkiva (Kaelin 
2008; Gunaratnam i Bonventre 2009).  
Faktori indukovani hipoksijom pripadaju familiji transkripcionih regulatora sa 
bHLH (eng. basic helix-loop-helix, bHLH) i PAS (PER-ARNT-SIM) domenima koji 
vezivanjem za regulatorne sekvence HRE (eng. Hypoxia Response Elements, HRE) 
indukuju ekspresiju gena uključenih u regulaciju procesa angiogeneze, eritropoeze, 
proliferacije tumorskih ćelija, progresije metastaza, apoptoze i metabolizma glukoze u 
hipoksičnim i pseudohipoksičnim uslovima. Transkripciono funkcionalan HIF je 
heterodimerni molekul izgrađen od subjedinica α (izoforme HIF-1α, HIF-2α ili HIF-3α) 
i β (HIF-1β/Arnt, eng. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator, izoforme Arnt1, 
Arnt2 i Arnt3) (Slika 3) (Gunaratnam i Bonventre 2009). Subjedinice HIF-α i β 
pokazuju značajan stepen strukturne homologije. Subjedinica β je konstitutivno 
eksprimirana, dok je subjedinica α okarakterisana izrazito kratkim vremenom 
poluživota, izuzev u uslovima hipoksije ili pseudohipoksije (Wang et al. 1995; Semenza 
et al. 1995; Semenza 2001; Dayan et al. 2006; Hu et al. 2007; Tanaka et al. 2009). 
 
Slika 3. Strukturna organizacija faktora indukovanih hipoksijom HIF-α/β (Modifikovano Gunaratnam et 
al. 2009) 
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U normoksičnim uslovima, sposobnost transkripcionog regulatora HIF-α da 
indukuje transkripciju onemogućena je hidroksilacijom prolinskih ostataka u okviru 
degradacionog domena zavisnog od kiseonika (eng. Oxygen Dependent Degradation 
domain, ODD). Hidroksilacija ODD domena ostvaruje se aktivnošću enzima prolil 
hidroksilaza (eng. Prolyl hydroxylases 1-4, PHDs), koje pripadaju familiji 2-
oksoglutarat- i Fe-zavisnih dioksigenaza (Kaelin 2005a; Bruick i McKnight 2001). 
Prolil hidroksilaze vrše hidroksilaciju prolinskih aminokiselinskih ostataka na 
pozicijama 402 i 564 subjedinice HIF-1α, odnosno 405 i 531 subjedinice HIF-2α 
(Smirnova et al. 2012; Appelhoff et al. 2004; Semenza 2004). pVHL, kao komponenta 
ECV kompleksa preko svog β-domena ostvaruje interakciju sa ODD domenom 
hidroksilirane HIF-α subjedinice, što rezultira njenom polikubikvitinacijom i brzom 
proteazomalnom degradacijom (Slika 4) (Maxwell et al. 1999; Salceda et al. 1997). 
 




U hipoksičnim uslovima, kao i u slučaju odsustva ili haploinsuficijencije 
funkcionalnog pVHL, takođe dolazi do stabilizacije subjedinice HIF-α (Slika 4). VHL 
nezavisna stabilizacija HIF-α dešava se u pseudohipoksičnim uslovima kada 
akumulirani fumarat ili sukcinat inaktiviraju prolil hidroksilazu. Akumulacija 
intermedijera Krebsovog ciklusa posledica je enzimatske neaktivnosti fumarat hidrataze 
ili sukcinat dehidrogenaze indukovane mutacijama odgovarajućih gena (FH ili SDHB) 
(Bratslavsky et al. 2007; Bardella et al. 2011; López-Jiménez et al. 2010). Subjedinice 
HIF-1α i HIF-2α se iz citoplazme translociraju u nukleus gde dolazi do dimerizacije sa 
subjedinicom HIF-1β. Formirani heterodimerski komleks regrutuje koaktivatore p300 i 
CREB-vezujući protein (CBP), vezuje se za konsenzus HRE elemente i indukuje 
transkripciju ciljnih gena. Dodatno, regulacija se ostvaruje i faktorom FIH1 (eng. factor 
inhibiting HIF-1, FIH-1) koji u uslovima umerene hipoksije dovodi do hidroksilacije 
konzerviranog asparaginskog ostatka u blizini C-TAD regiona čime je onemogućena 
interakcija sa koaktivatorom p300 i CBP proteinom (Morris et al. 2004; Mahon et al. 
2001). U odsustvu kiseonika, katalitička aktivnost FIH-a je inhibirana, čime je 
omogućeno uspostavljanja stabilnije interakcije između faktora indukovanih hipoksijom 
i promotora ciljnih gena (Lando et al. 2002; Semenza 2003).  
Pored regulacije ekspresije istih gena, izoforme HIF-1α i HIF-2α ispoljavaju i 
potpuno suprotne efekte u regulaciji onkoproteina i tumor supresora kao što su MYC, 
mTOR i p53 (Keith et al. 2011). Pokazano je da u svetloćelijskim karcinomima bubrega 
HIF-1α inhibira rast tumora ispoljavajući tumor supresorsku aktivnost, dok HIF-2α 
svojim snažnim onkogenim potencijalom stimuliše rast tumora (Raval et al. 2005). 
1.6. Uloga mTOR signalnog puta u patogenezi svetloćelijskog 
karcinoma bubrega 
Svetloćelijski karcinom bubrega karakteriše povišena aktivnost mTOR 
signalnog puta koji reguliše uspostavljanje balansa između kataboličkih i anaboličkih 
procesa, omogućavajući ćelijsko preživljavanje, rast i proliferaciju u uslovima 
promenljive raspoloživosti hranljivih materija i energije. Promene u regulaciji mTOR 
signalnog puta karakteristične su za različ ta patološka stanja, uključ jući karcinom, 
dijabetes, gojaznost i neurodegenerativne promene (Laplante i Sabatini 2012).  
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1.6.1. Strukturna organizacija i funkcija kompleksa mTORC1 i mTORC2 
Protein mTOR (eng. mammalian Target of Rapamycin, mTOR) je serin/treonin 
kinaza koja svoju funkciju ostvaruje  u okviru dva evolutivno konzervirana 
multiproteinska kompleksa mTORC1 i mTORC2 (Slika 5) (Laplante i Sabatini 2012).  
 
Slika 5. Strukturna organizacija kompleksa mTORC1 i mTORC2 (Modifikovano Laplante i Sabatini 
2012) 
Identifikovani su u kvascu na osnovu različite senzitivnosti na dejstvo fungicida 
rapamicina koji inhibira aktivnost mTORC1 (Li et al. 2014). Produženo dejstvo 
rapamicina ispoljava inhibitorni efekat i na mTORC2 (Sarbassov et al. 2006). mTORC1 
kao glavni senzor mitogenih signala, energetskog i nutritivnog statusa učestvuje u 
regulaciji ćelijskog rasta, proliferacije i preživljavanja optimizujući aktivnost različitih 
celularnih procesa koji uključ ju sintezu proteina, biogenezu ribozoma, lipida i 
organela, autofagiju i metabolizam (Slika 6) (Laplante i Sabatini 2012; Guertin i 
Sabatini 2001; Wullschleger et al. 2006). mTORC2 uključen je u regulaciju organizacije 
aktinskog citoskeleta i ćelijskog preživljavanja (Zinzalla et al. 2011). 
 
Slika 6. Funkcija kompleksa mTORC1 i mTORC2 (Modifikovano Laplante i Sabatini 2012) 
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1.6.1.1. Strukturne komponente kompleksa mTORC1  
Funkcionalni kompleks mTORC1 prisutan je u formi homodimera koji je 
konstituisan od sledećih subjedinica: proteina mTOR, pozitivnih regulator raptora 
(eng. regulatory associated protein of mTOR, raptor) i proteina mLST8 (eng. 
mammalian lethal with Sec thirteen protein 8, mLST8) i negativnih regulatora, PRAS40 
(eng. proline-rich Akt substrate 40 kDa, PRAS40) i DEPTOR (eng. DEP domain TOR-
binding protein, DEPTOR) (Slika 5) (Laplante i Sabatini 2012; Zhou i Huang 2010).  
Multidomenski molekul mTOR poznat kao FRAP (eng. FKBP12-rapamycin-
associated protein, FRAP), RAPT 1 (eng. Rapamycin Target 1, RAPT 1) ili SEP (eng. 
Sirolimus Effector Protein, SEP), predstavlja atipičnu serin/treonin kinazu molekulske 
mase od 289 kDa koja pripada superfamiliji PIKK kinaza (eng. phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K)-kinase-related kinase, PIKK) (Populo et al. 2012; Gingras et al. 2001; 
Bai i Jiang 2010). 
Raptor je konstitutivna subjedinica koja reguliše aktivnost kompleksa mTORC1 
u odgovoru na insulin, nutritivni i energetski status. Učestvuje u regrutovanju supstrata i 
njihovom pozicioniranju uz katalitički domen molekula mTOR, omogućavajući 
fosforilaciju nishodnih efektornih molekula, p70S6 kinaze 1 (eng. ribosomal protein S6 
kinase, p70S6K1) i vezujućeg proteina eukariotskog inicijacionog faktora transl cije 
(eng. eykariotic translation initiation factor 4E binding protein 1, eIF4E-BP1). Raptor 
eksprimira efekat pozitivnog ili negativnog regulator  kompleksa mTORC1, u 
zavisnosti od fosforilacionog statusa. U uslovima energetskog stresa, AMPK (eng. 
AMP-activated protein kinase) posredovanom fosforilacijom serinskih ostataka 
S722/792 raptora dolazi do supresije mTORC1 aktivnosti i zaustavljanja ćelijskog 
ciklusa. Suprotan efekat na aktivnost mTORC1 ispoljava fosforilacija raptora na 
pozicijama S719/721/722 od strane p90 ribozomalnih S6 kinaza (RSK) tokom 
stimulacije mitogenim faktorima (Hara et al. 2002).  
mLST8 subjedinica ostvaruje interakciju sa kinaznim domenom mTOR-a i 
stimuliše njegovu kinaznu aktivnost (Hara et al. 200 ). Prema podacima određenih 
autora mLST8 je neophodan za interakciju raptora i mTOR-a (Kim et al. 2003), dok 
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drugi smatraju da je mLST8 primarno odgovoran za regulaciju aktivnosti kompleksa 
mTORC2 kao posrednik u ostvarivanju interakcije između riktora i mTOR-a 
(Tchevkina i  Komelkov 2012).  
Aktivnost PRAS40 subjedinice modulisana je fosforilacijom serina na različitim 
pozicijama od strane Akt/PKB kinaza (eng. PKB, Protein kinase B), 14-3-3 vezujućeg 
proteina i kompleksa mTORC1. U uslovima energetskog deficita povećan je nivo 
ekspresije PRAS40 i njegove asocijacije sa mTORC1 kompleksom preko raptora 
(Oshiro et al. 2007; Wang et al. 2007), pri čemu je inhibirana aktivnost mTORC1. 
Utišavanje ekspresije PRAS40 redukuje fosforilaciju S6K stimulisanu insulinom, što 
ulogu PRAS40 u regulaciji aktivnosti mTORC1 čini kompleksnijom (Bai i Jiang 2010). 
DEPTOR deluje inhibitorno na aktivnost mTORC1 i mTORC2 signalnih puteva. 
Povećanje nivoa ekspresije DEPTOR-a indukuje aktivaciju PI3K puta i paradoksalno, 
mTORC2 zavisnih Akt kinaza (Peterson et al. 2009). 
1.6.1.2. Strukturne komponente kompleksa mTORC2  
Kompleks mTORC2 pored subjedinica mTOR, mLST8 i DEPTOR, sadrži riktor 
(eng. rapamycin-insensitive companion of mTOR, ricto ), mSin1 (eng. mammalian 
stress-activated protein kinase (SAPK)-interacting protein 1, mSin1) i protor (eng. 
protein observed with rictor) (Slika 5) (Laplante i Sabatini 2012). 
Riktor je mTOR asocirani protein koji učestvuje u modulaciji fosforilacije Akt-
a, PKCα, fokalnih adhezionih proteina i malih GTP-aza, ukazujući na ulogu mTORC2 u 
ćelijskoj migraciji i preživljavanju (Sarbassov et al. 2005; Zhou i Huang 2011). 
Subjedinica mSin1 odgovorna je za formiranje i održavanje integriteta 
kompleksa mTORC2. U odsustvu mSin1, narušena je intrakcija između riktora i 
mTOR-a (Yang i Guan 2007; Frias et al. 2006). 
Protor ostvaruje kontakt sa mTOR-om posredstvom riktora, ne utiče na integritet 
i katalitičku aktivnost mTORC2. Stabilnost protora zavisi od ekspresije ostalih 
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komponenata kompleksa mTORC1 (Tchevkina i  Komelkov 2012). Funkcionalni znač j 
protora još uvek nije poznat (Woo et al. 2007; Gatherar et al. 2004). 
1.6.2. Regulacija kompleksa mTORC1  
Aktivnost kompleksa mTORC1 kontrolisana je ushodnim signalima koji 
uključuju faktore rasta, ATP, nutrijente i različite tipove stresora (Laplante i Sabatini 
2012). 
1.6.2.1. Regulacija kompleksa mTORC1 mitogenim faktorima 
Regulacija kompleksa mTORC1 mitogenim faktorima ostvaruje se aktivacijom 
PI3K/Akt signalnog puta vezivanjem liganada za tirozin kinazne receptore, indukcijom 
aktivnosti G proteinskih receptora ili Ras onkogena (Slika 7) (Memmott i Dennis 2009). 
Aktivirani receptori iniciraju intracelularnu signal u kaskadu, koja počinje 
fosforilacijom supstrata insulinskog receptora (eng. IRS1-4, insulin receptor substrates), 
src- i SHC (eng. Src homologous and collagen) adaptorskih proteina koji potom 
aktiviraju fosfatidilinozitol-3 kinazni (PI3K) signalni put. Negativni regulator PI3K puta 
je tumor supresorski protein PTEN (eng. phosphatase and tensin homolog on 
chromosome ten, PTEN) koji uz koordinisanu aktivnost kinaza PDK1 i PDK2 (eng. 
phosphoinositide-dependent kinase) učestvuje u potpunoj aktivaciji Akt-a/PKB (eng. 
protein kinase B), fosforilacijom amino kiselina T308 i S473 (Song et al. 2005; Vara et 
al. 2004; Frenke 2008).  
PDK1, ILK (eng. integrin-linked kinase), DNA-PK (eng. DNA-dependent 
protein kinase) i mTORC2 takođe imaju sposobnost fosforilacije S473 Akt-a. Akt u 
mTOR signalnom putu ima dvostruku ulogu, kao supstrat i kao efektor (Memmott i 
Dennis 2009). PI3K signalni put i Akt su pozitivni regulatori mTORC1, koji mogu 
indukovati aktivnost pomenutog signalnog puta na dvnačina. Prvo, supresijom GAP 
(eng. GTP-ase activating protein) aktivnosti heterodimernog tuberozno skleroznog 
kompleksa TSC1/TSC2, fosforilacijom GAP domena TSC2 proteina na pozicijama 
S939 i T1462, čime je zaustavljena hidroliza GTP-a u GDP i konverzija Rheb-a (eng. 
Ras homolog enriched in brain) iz aktivne u neaktivnu formu. Rheb je pozitivni 
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regulator aktivnosti mTORC1 kompleksa. TSC2 u kompleksu sa TSC1 indukuje 
hidrolizu GTP-a vezanog za Rheb i na taj nači  inhibira aktivnost mTORC1 signalnog 
puta (Inoki et al. 2002; Manning et al. 2002). Fosforilacija TSC2 proteina koja dovodi 
do disocijacije TSC1/TSC2 kompleksa i konsekventne aktivacije mTORC1 signalnog 
puta moguća je stimulacijom ERK1/2 kinaza (eng. extracellular-signal-regulated kinase 
1/2, ERK1/2) i p90S6K1 kinaze (eng. RSK1, ribosomal S6 kinase 1) (Ma et al. 2005; 
Roux et al. 2004). Alternativni put u aktivaciji mTORC1, nezavisno od TSC2, ostvaruje 
se fosforilacijom PRAS40, od strane Akt-a ili samog mTOR-a, čime je suprimiran 
njegov inhibitorni efekat na mTORC1 kompleks (Kovacin  et al. 2003; Sancak et al. 
2007; Vander Haar et al. 2007). Akt nezavisna aktivcija mTOR signalnog puta koja 
uključuje mitogene signale ostvaruje se posredstvom Ras/MEK ERK puta, 
fosforilacijom i inaktivacijom TSC2 (Yang i Guan 2007). 
 




1.6.2.1.1. Struktura i funkcija kompleksa TSC1/TSC2  
Tuberozno sklerozni kompleks (TSC1/TSC2) u odgovoru na različite ushodne 
signale deluje inhibitorno na aktivnost mTORC1 kompleksa (Slika 8). 
 
Slika 8. Signalni putevi u kojima učestvuje kompleks TSC1/TSC2 (Modifikovano Huang i Manning 
2008) 
 
Geni TSC1 i TSC2 kodiraju za proteine hamartin (TSC1, 140 kDa) i tuberin 
(TSC2, 200 kDa) bez međusobno homologih regiona. U okviru kompleksa, TSC2 
predstavlja funkcionalnu subjedinicu sa GAP (eng. GTPase-activating protein) 
aktivnošću, koja ubrzava hidrolizu GTP-a vezanog za mali G-protein Rheb (eng. Ras 
homolog enriched in brain), konvertujući ga iz aktivnog GTP-vezanog u neaktivno 
GDP-vezano stanje (Tchevkina i Komelkov 2012). TSC1 učestvuje u stabilizaciji 
kompleksa i supresiji ubikvitin zavisne degradacije TSC2 proteina (Hoogeveen-
Westerveld  et al. 2011; Benvenuto et al. 2000; Chong-Kopera et al. 2006). 
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1.6.2.2. Regulacija kompleksa mTORC1 u zavisnosti od energetskog 
statusa ćelije 
Regulacija mTORC1 u zavisnosti od intracelularnog energetskog statusa 
ostvaruje se posredstvom visoko konzerviranog heterotrimernog proteina AMPK, koji 
se sastoji od katalitičke α i regulatornih β i γ subjedinica (Hardie et al. 2003). U 
uslovima energetskog deficita (nizak odnos ATP/AMP), LKB1 kinaza (eng. Liver 
Kinase B1, LKB1) fosforilacijom amino kiseline T172 aktivira AMPK kinazu, koja 
potom fosforiliše TSC2 na pozicijama T1227 i S1345, indukujući konverziju Rheb-GTP 
u Rheb-GDP što rezultuje inaktivacijom mTORC1 (Inoki et al. 2003; Shackelford i 
Shaw 2009; Carling 2004). TSC2 nezavisni mehanizam inhibicije mTORC1 
podrazumeva direktnu fosforilaciju raptora na visoko konzerviranim reziduama amino 
kiselina S722 i S792 što indukuje vezivanje 14-3-3 proteina i posledično supresiju 
mTORC1 kinazne aktivnosti (Gwinn et al. 2008). U uslovima visoke intracelularne 
koncentracije ATP-a, Akt stimuliše aktivnost mTOR-a inhibicijom AMPK kinaze i 
direktnom fosforilacijom TSC2 (Hahn-Windgassen et al. 2005; Inoki et al. 2002).  
1.6.2.3. Regulacija kompleksa mTORC1 u hipoksičnim uslovima 
Supresija mTORC1 u hipoksičnim uslovima indukovana je HIF zavisnom 
ekspresijom gena REDD1, koji kodira citoplazmatski protein REDD1 molekulske mase  
~ 34 kDa (eng. Regulated in Development and DNA damage responses, REDD1) 
(Shoshani et al. 2002; Schneider et al. 2008). Faktori rasta i optimalni energetski status 
ćelije indukuju aktivnost mTORC1 fosforilacijom TSC2 Akt kinazom koja promoviše 
formiranje kompleksa TSC2/14-3-3 i inhibiciju kompleksa TSC1/TSC2. U hipoksičnim 
uslovima, REDD1 ostvaruje interakciju sa 14-3-3 proteinom, što rezultuje disocijacijom 
TSC2/14-3-3, aktivacijom TSC1/TSC2 kompleksa i finalno inhibicijom mTORC1, čak i 
u prisustvu konstitutivno aktivne Akt kinaze (Slika 9) (DeYoung et al. 2008; Brugarolas 
et al. 2004). Predstavljeni mehanizam REDD1 zavisne upresije mTORC1 ostaje 
predmet spekulacija, nakon strukturnih analiza koje impliciraju da REDD1 i 14-3-3 ne 
mogu ostvariti direktan kontakt (Vega-Rubin-de-Celis t al. 2010). 
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Slika 9. Shematski prikaz REDD1 zavisne regulacije aktivnosti mTORC1 kompleksa (Modifikovano 
DeYoung et al. 2008) 
 
Značaj molekula REDD1 kao supresora progresije tumora ptvrđen je brojnim 
studijama, međutim ispitivanja mehanizama regulacije ekspresije REDD1 u uslovima 
prolongirane hipoksije pružaju oprečne rezultate (Sofer et al. 2005; Corradetti et al. 
2005). Određeni autori sugerišu da je  supresorska funkcija REDD1 proteina zavisna od 
ekspresije AMPK, dok prema drugima REDD1 i AMPK deluju potpuno nezavisno u 
modulaciji mTORC1 aktivnosti (Schneider et al. 2008; Brugarolas et al. 2004). 
Dodatno, hipoksija suprimira mTORC1 signalni put posredstvom molekula koji 
ostvaruju interakciju sa mTOR-om i Rheb-om, kao što su PML (eng. promyelocytic 
leukaemia tumour suppressor) i BNIP3 (eng. BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-
interacting protein 3) (Bernardi et al. 2006; Li et al. 2007). 
1.6.3. Efektorni molekuli kompleksa mTORC1  
Jedna od osnovnih uloga mTOR signalnog puta je indukcija biosinteze proteina 
koja je precizno regulisana fosforilacijom efektornih molekula p70S6K1 i 4E-BP1. 
Protein p70S6K1 je kinaza ribozomalnog proteina S6 i dominantno je 
lokalizovana u citoplazmi. Ima primarnu ulogu u regulaciji ćelijskog rasta i proliferaciji. 
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mTORC1 i p70S6K1 u zavisnosti od ekstra- i intracelularnih stimulusa kontrolišu 
aktivaciju i inhibiciju eukariotskog inicijacionog faktora eIF3 koji predstavlja 
komponentu translacionog inicijacionog kompleksa. U neaktivnoj formi S6K1 je vezan 
za eIF3 kompleks, dok u aktivnoj fosforilisanoj formi disocira sa kompleksa i 
promoviše inicijaciju translacije, fosforilacijom translacionih ciljnih molekula, 
uključujući 40S ribozomalni protein S6, faktor inicijacije translacije eIF4B, kinazu 
elongacionog faktora eEF2K i protein PDCD4. mTORC1 deluje inhibitorno na eEF2 
kinazu direktnom fosforilacijom ili fosforilacijom preko p70S6K. Aktivacijom eEF2, 
mTORC1 učestvuje u regulaciji elongacije translacije. Pored navedenog, mTORC1 
doprinosi regulaciji produkcije tRNK, promociji sinteze rRNK i biogeneze ribozoma, 
aktivirajući TFIIIC i promovišući asocijaciju transkripcionog inicijacionog faktora 1A i 
polimeraze I (Martineau et al. 2013; Showkat et al. 2014; Laplante i Sabatini 2013). 
4E-BP predstavlja familiju proteina represora transl cije koja obuhvata 4E-BP1, 
4E-BP2 i 4E-BP3 proteine. 4E-BP1 je represor translacionog inicijacionog faktora 
eIF4E. Hipofosforilisani 4E-BP1 ostvaruje čvrstu vezu sa eIF4E, sprečavajući njegovu 
interakciju sa eIF4G i inicijaciju 5’- cap zavisne translacije iRNK. U odgovoru na 
faktore rasta i dostupnost nutrijenata, može biti fosforilisano šest aminokiselinskih 
ostataka 4E-BP1, uključ jući T37, T46, S65, T70, S83 i S112, nakon čega 4E-BP1 
disocira iz kompleksa sa eIF4E, ostavljajući ga slobodnim za uspostavljanje interakcije 
sa eIF4G za koji se takođe vezuju i ostali inicijacioni faktori. Fosforilacija 4E-BP1 
omogućava adekvatno pozicioniranje 40S subjedinice ribozoma i kompleksa 
inicijacionih faktora na 5’ kraj iRNK, kako bi započeo proces sinteze proteina 
(Tchevkina i Komelkov 2012). 
1.6.4. Regulacija kompleksa mTORC2  
Kompleks mTORC2 regulisan je PI3K signalnim putem i za razliku od 
mTORC1 kompleksa, neosetljiv je na promene nutritivnog i energetskog statusa ćelije 
(Alessi et al. 2009). Pored uloge u organizaciji citoskeleta i celularnoj polarizaciji, 
potvrđeno je njegovo učešće u regulaciji ćelijskog preživljavanja, progresiji ćelijskog 
ciklusa i anaboličkih procesa fosforilacijom enzima koji pripadaju familiji AGC kinaza, 
kao što su Akt, SGK (eng. serum and glucocorticoid-induced protein kinase, SGK) i 
21 
PKC. Aktivnost mTORC2 je direktno ili indirektno regulisana faktorima rasta koji 
transmituju signale preko AGC kinaza i kompleksa mTORC1 (Zhou i Huang 2010; 
Zoncu et al. 2011; Laplante i Sabatini 2009). 
1.6.5. Efektorni molekuli kompleksa mTORC2  
Kompleks mTORC2 reguliše celularne procese modulacijom fosforilacionog 
nivoa, stabilnosti i aktivnosti određ nih AGC kinaza kojima pripadaju Akt, PKC i 
SGK1 (Slika 10). Članovi familije AGC kinaza imaju sličnu strukturnu organizaciju, 
koja podrazumeva prisustvo fosforilacionog mesta u okviru hidrofobnog motiva i 
aktivacionu petlju u blizini ili u okviru katalitičkog domena. Pored modulacije 
hidrofobnog motiva protein kinaze C i Akt-a, mTORC2 reguliše i fosforilacioni nivo 
TM motiva (eng. turn motifs, TM) (Treins i Downward 2010).  
 
Slika 10. Efektorni molekuli mTORC2 kompleksa (Modifikovano Treins i Downward 2010) 
1.7. Uloga kompleksa mTORC1 u regulaciji ćelijskog metabolizma 
Jedna od osnovnih razlika između tumorskih i zdravih ćelija je regulacija 
metabolizma glukoze (Vander Heiden et al. 2009). Produkcija energije zdravih 
diferenciranih ćelija je zasnovana na mitohondrijalnoj oksidativnoj fosforilaciji, dok je u 
slučaju tumorskih ćelija ovaj put značajno redukovan, a metabolizam glukoze usmeren 
ka aerobnoj glikolizi (Warburg-ov efekat). Aerobna glikoliza omogućava tumorskim 
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ćelijama prednost u uslovima intermitentne hipoksije, obezbeđujući energiju (ATP) i 
gradivne blokove za ubrzani rast i proliferaciju (Yecies i Manning 2011). Metabolički 
„switch” ka aerobnoj glikolizi omogućen je indukcijom ekspresije gena koji kodiraju 
glikoliti čke enzime (Altenberg et al. 2004). 
Fiziološka ili patološka aktivacija mTORC1 promoviše ekspresiju gena 
uključenih u regulaciju preuzimanje glukoze i proces glikolize posredstvom 
transkripcionih regulatornih proteina HIF-1α i c-Myc (Semenza et al. 1994; Hudson et 
al. 2002; Duvel et al. 2010; West et al. 1998; Gordan et al. 2007). Glikolitički program 
tumorskih ćelija podrazumeva preusmeravanje krajnjeg produkta glikolize, piruvata ka 
konverziji u laktat uz katalitičku aktivnost enzima laktat dehidrogenaze indukovanu 
faktorom HIF-1α (eng. Lactate dehydrogenase 1, LDH1) i kinaze piruvat dehidrogenaze 
(eng. Pyruvate dehydrogenase kinase, PDK). Enzim PDK inhibira konverziju piruvata u 
acetil-CoA, fosforilacijom i inhibicijom piruvat dehidrogenaze (eng. Pyruvate 
dehydrogenase , PDH). U tumorskim ćelijama inhibicija piruvat dehidrogenaze dovodi 
do preusmeravanja metaboličke aktivnosti sa mitohondrijalne respiracije ka 
citoplazmatskoj glikolizi (Slika 11).  
Određene studije sugerišu da je izoforma kinaze piruvat dehidrogenaze PDK3 
uključena u metabolički „switch” indukovan hipoksijom (Chun-Wun et al. 2011). 
Izoforma PDK3 pokazuje veću katalitičku aktivnost u odnosu na preostale tri izoforme i 
ima visok vezujući afinitet za  piruvat dehidrogenazu (Bowker-Kinley t al. 1998; 
Tuganova et al. 2002). Takođe, enzimska aktivnost izoforme PDK3 je neosetljiva na 
koncentraciju piruvata, za razliku od izoformi PDK1, 2 i 4 čija je aktivnost inhibirana sa 
porastom koncentracije piruvata (Baker et al. 2000).  
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Slika 11. Metabolički putevi proliferišućih ćelija (Modifikovano Heiden et al. 2009) 
Pored promovisanja sinteze proteina i inhibicije autofagije, mTORC1 stimuliše 
intracelularno preuzimanje glukoze i konverziju u gl kozo 6-fosfat (G6P), metabolički 
fluks ka glikolizi i pentozo fosfatnom putu. mTORC1 stimuliše sintezu sterola i lipida 
indukcijom produkcije citosolnog acetil-CoA (Slika 12) (Yecies i Manning 2011).  
Aktivacija kompleksne mreže signalnih puteva u kojima participra mTOR uzrok 
je ograničene efikasnosti mTOR inhibitora (rapamicin i analozi, evrolimus i 
temsirolimus) koji se primenjuju u terapiji svetloćelijskog karcinoma bubrega. Studije 
su pokazale da analozi rapamicina samo parcijalno inhibiraju mTORC1 i da dovode do 
aktivacije PI3K-Akt signalnog puta blokiranjem mTORC1 zavisnih feedback 





Slika 12. Kompleks mTORC1 u regulaciji celularnog metabolizma (Modifikovano Yecies i Manning 
2011) 
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2. CILJEVI RADA 
U cilju ispitivanja veze između mutacionog statusa gena VHL i aktivnosti mTOR 
signalnog puta u svetloćelijskom karcinomu bubrega, definisani su sledeći posebni 
ciljevi ovog istraživanja: 
1. Ispitati mutacioni status gena VHL, metilacioni status promotorskog regiona gena 
VHL i gubitak heterozigotnosti 3p lokusa u tumorskom i neizmenjenom tkivu 
bubrega.  
 
2. Utvrditi moguću asocijaciju mutacionog statusa gena VHL sa vrednostima 
patohistoloških parametara u tumorskom tkivu bubrega. 
 
3. Ispitati nivo HIF-2α iRNK i proteina u tumorskom i neizmenjenom tkivu bbrega i 
utvrditi moguću korelaciju sa mutacionim statusom gena VHL. 
 
4. Ispitati nivo proteinskih komponenata mTOR signalnog puta: mTOR, TSC1, TSC2, 
eIF4E-BP1, p70S6K1, AMPK i REDD1 u tumorskom i neizmenjenom tkivu 
bubrega i utvrditi moguću korelaciju sa mutacionim statusom gena VHL. 
 
5. Ispitati nivo proteina PDK3 u tumorskom i neizmenjenom tkivu bubrega i utvrditi 
moguću korelaciju sa mutacionim statusom gena VHL. 
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3. MATERIJAL I METODE 
3.1.  Materijal 
Studijom je bilo obuhvaćeno 47 (33 muškaraca/14 žena) bolesnika koji su 
operisani zbog karcinoma bubrega u Klinici za urologiju, Kliničkog centra Srbije u 
Beogradu. Ispitanici su potvrdili učešće u studiji potpisivanjem informisanog pristanka. 
Ispitivanja su odobrena od strane Etičkog komiteta Kliničkog centra Srbije.  
Neposredno nakon totalne nefrektomije, uzeti su uzorci tumorskog i 
neizmenjenog tkiva bubrega (~ 10 mm3), od kojih je deo (~ 5 mm3) stavljan u tube sa 1 
ml reagensa za prezervaciju RNK (RNALater RNA Stabilization Reagent, Qiagen, 
Gilden, Nemačka). Uzorci renalnog tkiva su čuvani na temperaturi od - 80 0C. Od 
pacijenata je uzorkovano i po 5 ml periferne krvi (BD Vacutainer 9NC, 0.109M, Buff. 
Na3 Citrate, BD, Plymouth, UK) koja je čuvana na - 20 
0C. Kontrolnu grupu činilo je 20 
uzoraka periferne krvi zdravih osoba kojima nisu dijagnostikovani karcinom bubrega i 
VHL sindrom. 
3.2. Metode 
3.2.1. Izolacija genomske DNK iz uzoraka pune periferne krvi i tkiva 
bubrega 
Genomska DNK izolovana je iz periferne krvi primenom QIAampDNA Blood 
Mini Kit  (Qiagen, Hilden, Nemačka) prema uputstvima proizvođača, na sledeći način: 
1. U tube od 1.5 ml dodavano je 200 µl periferne krvi, 20 µl Proteinaze K i 200 µl AL 
pufera.  
2. Smeša je vorteksovana 15 s (Reax control, Heidolph, Nemačka) i inkubirana 10 min 
na temperaturi od 56 0C (Thermomixer comfort, Eppendorf, Nemačka).  
3. Posle inkubacije uzorci su centrifugirani 15 s (Centrifuge 5417C, Eppendorf, 
Nemačka), a zatim je dodato 200 µl 96-100 % etanola. 
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4. Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 8000 rpm (eng. rotation per minute) 
1 minut i potom prebačeni u kolonice.  
5. Kolonice su centrifugirane na 8000 rpm 1 minut, a zatim smeštane u novu 
kolektorsku tubu.  
6. U kolonice je dodavano je 500 µl AW1 pufera, a potom su centrifugirane na  8000 
rpm 1 minut.  
7. Kolonice su smeštane u nove kolektorske tube i postu ak je ponovljen dodavanjem 
AW2 pufera uz centrifugiranje na 14 000 rpm tri minuta.  
8. Kolonice su smeštane u nove kolektorske tube i centrifugirane bez dodavanja 
reagenasa na 14000 rpm 1 minut. 
9. Kolonice su prebačene u tube od 1.5 ml i DNK je eluirana sa 50 µl AE elucionog 
pufera.  
10. Nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi, kolonice sa tubama su 
centrifugirane na 8 000 rpm 1 min.  
 
Za izolaciju DNK iz uzoraka tumorskog neizmenjenog tkiva bubrega 
upotrebljen je standardni protokol za fenol-hlorofom-izoamilalkoholnu izolaciju 
(Modifikovano Ausubel et al. 1995):  
1. U tubu od 1.5 ml dodavano je 30 mg tkiva, 400 µl digestionog pufera (100 mM 
NaCl, 10 mM Tris-HCl, 25 mM EDTA, pH8),  30 µl SDS  i 30 µl proteinaze K 
(Proteinase K Solution,20 mg/ml; Applied Biosystem, Foster City, SAD). 
2. Smeša je inkubirana preko noći na 37 0C. 
3. Smeši je dodavano 30 µl proteinaze K, a zatim je inkubirana 60 minuta na 56 0C i 
potom preko noći na 37 0C.  
4. U uzorke je dodavano 490 µl smeše fenol-hloroform-izoamilalkohol u razmeri    
25:24:1.  
5. Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 5000 rpm 5 min.  
6. Gornja faza je prebačena u novu tubu od 1.5 ml i dodavano je 490 µl smeše 
hloroforma-izoamilalkohol u odnosu 24:1. 
7. Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 5000 rpm 5 min.  
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8. Gornja faza je prebačena u novu tubu od 1.5 ml i dodavani su natrijumacetat u 
finalnoj koncentraciji od 0.3 M i 2.2 volumena 96 % etanola, zatim su ostavljani na - 
20 0C preko noći. 
9. Uzorci su centrifugirani na 10000 rpm 15 minuta, na 4 0C. 
10. Precipitat DNK je ispiran dodavanjem 500 µl 70 % etanola, a smeša je zatim 
centrifugirana na 10000 rpm 5min.  
11. Etanol je odlivan i tube sa DNK su ostavljane na sobnoj temperaturi do potpunog 
isparavanja tečnosti. 
12. DNK je resuspendovana u TE puferu (pH 7.5)  (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 
pH8) ili u dejonizovanoj vodi i inkubirana na 37 0C preko noći. 
 
DNK je kvantifikovana korišćenjem spektrofotometra, merenjem apsorbance na 
talasnoj dužini od 260 nm (GeneQuant, GE Helthcare, Švedska) i čuvana na - 20 0C. 
3.2.2. Umnožavanje fragmenata DNK lančanom reakcijom polimeraze  
Umnožavanje fragmenata molekula DNK od interesa vršeno je metodom 
lančane reakcije polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) (Romac et al. 
1999; Innis i Gelfand 1990). PCR reakcija korišćena je za in vitro amplifikaciju 
kodirajućih regiona gena VHL (egzoni 1, 2 i 3). Izvođena je u mikrotubama od 0.5 ml u 
finalnom volumenu od 50 µl reakcione smeše u koju je dodavano po 250 ng DNK. 
Komponente reakcione smeše i njihove finalne koncentracije predstavljene su u tabeli 5, 
a temperaturni profili PCR reakcija u tabeli 6. Sekvence prajmera i dužine 
amplifikovanih fragmenata prikazane su u tabeli 7.  
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Tabela 6. Temperaturni uslovi PCR reakcije 
A) Egzon 1 
Broj ciklusa  
1 35 1 
95 0C/5 min 
95 0C /30 s 
72 0C/10 min 62 0C /30 s 
72 0C /80 s 
 
B) Egzon 2 
Broj ciklusa  
1 35 1 
95 0C/5 min 
95 0C /30 s 
72 0C/10 min 58 0C /30 s 
72 0C /45 s 
 
C) Egzon 3 
Broj ciklusa  
1 35 1 
95 0C/5 min 
95 0C /30 s 
72 0C/10 min 60 0C /30 s 
72 0C /60 s 
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Tabela 7. Sekvence prajmera korišćenih za amplifikaciju egzona gena VHL (Thermo Scientific, 
Invitrogen, Carlsbad, SAD) 
















Uspešnost reakcije je proveravana eloktroforezom u 2 % agaroznom gelu sa 
etidijum-bromidom (EtBr) i vizuelnom inspekcijom amplifikata izlaganjem gela UV 
svetlu u transiluminatoru (Vilber Lourmat, France). Dužina amplifikovanih fragmenata 
je proveravana pomoću markera O’Gene RulerTM 50 bp DNA Ladder (Fermentas, 
Thermo Fisher Scientific, SAD). 
3.2.3. Detekcija germinativnih i somatskih mutacija gena VHL metodom 
automatskog sekvenciranja 
Metoda automatskog sekvenciranja (“metoda terminacije sinteze lanca”, 
“dideoksi metoda”) je korišćena za utvrđivanje redosleda nukleotida kodirajućih regiona 
gena VHL. U reakcionoj smeši za in vitro sintezu DNK se pored 
dezoksiribonukleozidtrifosfata (dNTPs) nalaze i 2’, 3’-didezoksiribonukleozidtrifosfati 
(ddNTPs) obeleženi fluorescentnim bojama, koji zbog odsustva 3’ hidroksilne grupe 
onemogućavaju formiranje fosfodiestarske veze sa sledećim nukleotidom.  Ugradnjom 
ddNTP-a u rastući DNK lanac dolazi do terminacije sinteze DNK. Finalni produkti 
reakcije predstavljaju smešu fragmenata koji se međusobno razlikuju prema dužini, 
odnosno broju inkorporiranih nukleotida. Pomoću automatskog sekvenatora moguće je 
izvršiti elektroforetsku separaciju amplifikata čija se dužina razlikuje za po jedan 




Pre sekvenciranja umnoženih DNK fragmenata, produkti PCR reakcije se 
prečišćavaju, odnosno oslobađ ju od viška prajmera i nukleotida koji su prisutni u smeši 
i mogu ometati reakciju sekvenciranja. Čistoća i koncentracija DNK matrice su osnovni 
uslovi za dobijanje kvalitetnih sekvenci u reakciji sekvenicranja (Dostupno na URL: 
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cm _081527.pdf).  
Za prečišćavanje PCR produkata upotrebljen je QIAquick® PCR Purification Kit 
(Qiagen, Hilden, Nemačka), prema protokolu proizvođača: 
1. 45 μl PCR proizvoda pomešano je sa 225 μl PB pufera i prebačeno u kolonice sa 
kolektorskim tubama.  
2. Kolonice su centrifugirane na 13000 rpm 1 minut, a zatim je iz kolektorskih tuba 
odlivan sadržaj. 
3. U kolonice je dodavano 750 μl PE pufera i centrifugirano na 13000 rpm 1 min; 
4. Nakon odlivanja sadržaja iz kolektorskih tuba, kolonice su centrifugirane još 
jednom na 13000 rpm, 1 minut. 
5.  Kolonice su prebačene u tube od 1.5 ml i prečišćeni amplifikati su eluirani sa 20 µl 
EB pufera. Kolonice su inkubirane 5 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim 
centrifugirane na 13000 rpm 1 minut. 
 
Koncentracija i kvalitet prečišćenih produkata PCR reakcije su proveravani 
pomoću spektrofotometra merenjem apsorbance na talosnoj dužini od 260 nm i 
utvrđivanjem odnosa apsorbanci A260/A280. Vrednosti A260/A280  niže od 1.7-1.9 ukazuju 
na kontaminaciju amplifikata proteinima i organskim hemikalijama. Prečišćeni 
amplifikati su čuvani na - 20 0C. 
Priprema prečišćenih PCR proizvoda za sekvenciranje obavljena je korišćenjem 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosistems, Foster City, SAD) 
u PCR mašini (Thermocycler T3000, Biometra, Nemačka). Komponente reakcione 
smeše i temperaturni profil reakcije predstavljeni su u tabelama 8 i 9.  
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Tabela 8. Komponente reakcione smeše 
Komponente reakcione smeše Zapremina (µl) 
Ready Reaction Premix 4 
BigDye Sequencing Buffer 2 
Prajmer (1.6 pmol) 1.6 
PCR produkt (3-10 ng) 2 
Dejonizovana voda 10.4 
 
Tabela 9. Temperaturni uslovi PCR reakcije 
Broj ciklusa 
1 30 1 
96 0C/1 min 
96 0C/10 s 
4 0C/∞ 50 0C/5 s 
60 0C/4 min 
 
Nakon pripreme, amplifikovani fragmenti DNK su prečišćeni od ostatka  
ddNTP-a precipitacijom pomoću EDTA, amonijum acetata i etanola, prema sledeć m 
protokolu:  
1. U smešu nakon reakcije dodavano je 2 μl glikogena, 5 μl 7.5 M amonijum acetata i 
5 μl 125 mM EDTA;  
2. Smeša je vorteksovana i centrifugirana na 14000 rpm 15 s; 
3. U smešu je dodavano 60 μl 96 % etanola, a zatim centrifugirano na 14000 rpm15 s; 
4. Smeša je hlađena na - 20 0C 2 časa, a zatim centrifugirana na 14000 rpm 45 minuta; 
5. Supernatant je odlivan i talogu je dodavano 70 μl 70% etanola; 
6. Uzorci su centrifugirani na 14000 rpm 15 min.  
7. Supernatant je odlivan, a talog je sušen na sobnoj temperaturi 10 minuta; 
8. Talogu je dodavano 20 μl Hi-Di TM formamida (Applied Biosystems, Foster City, 
SAD), nakon čega su uzorci vorteksovani; 
9. Smeša je inkubirana 5 min na 95 0C, a zatim kratko hlađena na - 20 0C;  
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Pripremljeni uzorci nalivani su u bunariće na ploči i sekvencirani u 
automatskom četvorokapilarnom sekvenatoru  ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, Foster City, SAD). Elektroforetska separacija fragmenata vršena je 
na polimeru 3130 POP7TM (Applied Biosystems, Foster City, SAD) u kapilarama dužine 
50 cm (3130 & 3100-Avant Capillary Array, Applied Biosystems, Foster City, SAD). 
Digitalni zapisi dobijeni tokom elektroforeze obrađivani su pomoću softvera 
Sequencing Analysis v5.2 (Applied Biosistems, Foster City, SAD). Dobijene sekvence 
su poređene sa referentnom sekvencom VHL gena koja je preuzeta sa URL: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000003.12?report=genbank&from=1014163
5&to=10153670.  
3.2.4. Detekcija germinativnih i somatskih mutacija gena VHL metodom 
amplifikacije višestruko ligiranih proba 
Detekcija velikih delecija i duplikacija gena VHL i susednih lokusa u okviru 
regiona 3p25 urađena је metodom amplifikacije višestruko ligiranih proba (eng. 
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA), korišćenjem SALSA MLPA 
probemix P016-C2 VHL kita (MRC-Holland, Amsterdam, Holandija). Miks proba 
sadrži 9 proba komplementarnih različitim regionima gena VHL (dve ili više proba za 
svaki egzon), 6 proba za gene koji su locirani u neposrednoj blizini VHL gena: 
FANCD2, BRK1, C3orf10, HSPC300, IRAK2 i GHRL, 2 probe komplementarne 
telomernom i centromernom regionu hromozoma 3 i 12 referentnih proba koje 







MLPA reakcija je izvođena prema uputstvima proizvođača i obuhvata 
denaturaciju molekula DNK , hibridizaciju MLPA proba, reakciju ligacije i PCR 
reakciju (Slika 13) (Preuzeto sa URL: https://mlpa.com/). 
 
Slika 13. Postupak izvođenja MLPA analize  
(preuzeto sa URL: https://mlpa.com/) 
 
1. U tube je dodvano 100 ng DNK koja je rastvarana u 5 µl TE pufera. Na svakih 5 
ispitivanih DNK izolovanih iz tumorskog tkiva korišćena je DNK izolovana iz 
PBMC zdravih kontrola. Analizirana je i reakciona smeša bez DNK uzorka kako bi 
se utvrdilo eventualno prisustvo nespecifičnih fragmenata kao posledica 
kontaminacije. Uzorci su denaturisani na 98 0C 5 minuta, a zatim hlađeni do 25oC 
(Thermocycler T3000, Biometra, Nemačka). 
2. U uzorke je dodavano 1.5 μl MLPA buffer i 1.5 μl miksa proba. Uzorci su inkubirani 
na 95 0C 1 minuta, a zatim na 60 0C 16-20 časova.  
3. Narednog dana, program je nastavljen inkubacijom uzoraka na 54oC. Po dostizanju 
zadate temperature dodavano je 32 μl prethodno napravljenog master miksa. Master 
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miks je za svaki uzorak sadržao 3 μl ligase buffer A, 3 μl ligase buffer B, 25 μl dH2O 
i 1 μl ligaze-65 enzyme. Zatim je reakcija nastavljena inkubacijom u trajanju od 15 
minuta na 54oC (ligacija), koja je bila praćena inkubacijom od 5 minuta na 98oC. 
Potom je temperatura spuštena na 15oC. 
4. U novu tubu dodavano je 4μl SALSA PCR buffer i 26 μl dH2O po uzorku, a zatim 10 
μl ligata. Nakon toga je pripremljen novi master miks, oji je za svaku reakciju 
sadržao 2 μl SALSA PCR prajmera, 7.5 μl dH2O i 0.5 μl SALSA Polymerase i 
ostavljen na ledu. Tube su potom premeštene u PCR mašinu i program je nastavljen 
do 60 0C. Na ovoj tempreraturi, dok su tube bile u termalnom bloku, dodavano je po 
10 μl prethodno napravljenog master miksa. Program je zatim nastavljen u 35 
ciklusa: 30 sekundi na 95 0C, 30 sekundi na 60 0C i jedan minut na 720C. Potom je 
usledila inkubacija na 72 0C u trajanju od 20 minuta, nakon čega je temperatura 
spuštana na 15 0C. 
Nakon amplifikacije ligiranih proba, 0,3 µl uzorka pripremano je za 
elektroforetsku separaciju na automatskom genetičkom analizatoru ABI PRISM® 3130 
denaturacijom u 9,6 µl Hi-DiTM formamida 5 min na 85 0C u koji je dodavano 0,2 µl 
GeneScanTM- 500 LIZTM Size standarda. Velič na fragmenata je određivana poređenjem 
sa internalnim GeneScanTM- 500 LIZTM Size standardom (Applied Biosistems, Foster 
City, SAD). 
Digitalni zapis obrađivan je pomoću softvera GeneMapper® v3.7 (Applied 
Biosistems, Foster City, SAD). Rezultati su analizirani primenom softvera 
Coffalyser.Net (MRC-Holland, Amsterdam, Holandija). Intenzitet signala je 
proporcionalan koncentraciji amplifikovanih proba. Proračunavanjem odnosa intenziteta 
signala svake pojedinačne probe kontrolne i obolele osobe utvrđeno je prisustvo 
delecije/duplikacije , pri čemu su vrednosti manje od 0,7 bile indikovane za prisustvo 
delecije, a veće od 1.3 za prisustvo duplikacije.  
3.2.5. Analiza metilacionog statusa promotorskog regiona gena VHL  
Transkripciona inaktivacija gena VHL kao posledica hipermetilacije CpG 
ostrvaca u okviru promotorskog regiona (Bird 1986; Bird 1992) ispitivana je metil 
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specifičnim PCR-om nakon bisulfitne modifikacije DNK (Herman et al. 1996; 
Zeschnigk et al. 2003; Choi CC et al. 2007). Izlaganje DNK bisulfitnom tretmanu 
dovodi do konverzije citozina u uracil, dok je metilovani citozin (5-metilcitozin) 
rezistentan na ovu modifikaciju i ostaje u neizmenjenom obliku. Primenom 
odgovarajućih prajmer parova u reakciji metil specifičnog PCR-a može se uočiti 
distinkcija između metilovane i nemetilovane DNK (Herman et al. 1996).  
Bisulfitna modifikacija DNK vršena je prema sledećem protokolu (Zeschnigk et 
al. 2003): 
1. 5 μg DNK resuspendovano je u 45 μl dejonizovane vode, a zatim je dodavano 5 μl 
sveže pripremljenog 3M NaOH (finalno 0,3M NaOH). 
2. Smeša je inkubirana 15 minuta na 37 0C, a zatim 1 minut na 95 0C i stavljana na led; 
3. U smešu je dodavano 500 μl sveže pripremljenog bisulfitnog rastvora. 
4. Smeša je inkubirana 16-18 časova na 55 0C. 
 
DNK je nakon bisulfitnog tretmana prečišćavana pomoću Wizard® DNA Clean-
Up sistema (Promega, Wisconsin, SAD) prema uputstvu proizvođača: 
1. U uzorak DNK dodavano je 1 ml Wizard® DNA Clean-Up Resin reagensa. 
2. Smeša je prebačena u cilindar šprica od 3 ml koji je prethodno pričvršćen za 
Wizard® minikolonu. 
3. Sadržaj je propušten kroz minikolonu laganim pritiskom klipa šprica. 
4. Minikolona je ispirana dodavanjem 2 ml 80 % izopropanola u cilindar šprica. 
5. Minikolona je odvajana od cilindra šprica i stavljana u tubu od 1,5 ml, a zatim 
centrifugirana na 14000 rpm 2 minuta. 
6. Minikolona je stavljana u novu tubu od 1,5 ml, dodavano je 50 μl dejonizovane 
vode zagrejane na 65-70 0C. 
7. Nakon inkubacije od 1 min na sobnoj temperaturi, DNK je eluirana sa kolone 
centrifugiranjem na 14000 rpm, 1 minut. 
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U uzorak prečišćene modifikovane DNK dodavano je 11 μl 3M NaOH, a zatim 
je smeša inkubirana na 37 0C 15 minuta.  Smeša je neutralisana dodavanjem 110 μl 6M 
NH4OAc. DNK je precipitirana standardnom etanolskom procedurom, nakon čega je 
resuspendovana u 40 μl dejonizovane vode. Koncentracija DNK merena je na 
spektrofotometru.  
Tabela 10. Sekvenca prajmera (Thermo Scientific, Invitrogen, Carlsbad, SAD) korišćenih u metil 
specifičnoj PCR reakciji (Herman et al. 1996);  
(Razlike u sekvenci između modifikovanih prajmera i nemodifikovane DNK predstavljene su slovima 
tamnije boje, a razlike između metilovanih/modifikovanih i nemetilovanih /modifikovanih predstavljene 
su podvučenim slovima) 
Prajmeri Sekvenca prajmera                                       Dužina amplifikata (bp) 
VHL-M Fw: 5'-TGGAGGATTTTTTTGCGTACGC-3'                           158 
 
Rv: 5'-GAACCGAACGCCGCGAA  -3' 
VHL-U Fw: 5'- GTTGGAGGATTTTTTTGTGTATGT -3'                    165 
 
Rv: 5'-CCCAAACCAAACACCACAAA -3' 
 
Tabela 11. Komponente reakcione smeše MS-PCR reakcije 




Finalna zapremina  
            (20 µl) 
 
10X Taq Buffer with (NH4)2SO4 1X 2 
25 mM MgCl2 5 4 
100 mM dNTPs 5 1 
25 µM Fw prajmer M/U 0,8 1 
25 µM Rv prajmer  M/U 0,8 1 
Taq DNA Polymerase (5U/µl) 1U 0,2 
Nuclease-free voda 
    do 20 
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Tabela 12. Temperaturni uslovi MS-PCR reakcije 
Broj ciklusa 
1 35 1 
95 0C/5 min 
96 0C/30 s 
72 0C/10 min 58 0C/30 s 
720C/45 s 
 
3.2.6. Analiza gubitka heterozigotnosti 3p lokusa (eng. Loss of 
Heterozigosity, LOH ) 
Šest polimorfnih mikrosatelitnih markera (tabela 15) koji okružuju gen VHL 
(slika 14) istovremeno je amplifikovano primenom QIAGEN® Multiplex PCR kita 
(Qiagen, Nemačka). Komponente reakcione smeše, temperaturni profil eakcije i 
sekvenca prajmera predstavljeni su u tabelama 13, 14 i 15 (Banks et al. 2006): 






 DNK 100 ng   
2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix  1x 12,5 µl 
prajmer miks (2 µM svakog prajmera) 0,2 µM 
 
Rnase-free voda  
 
do 25 µl 
 
Tabela 14. Temperaturni uslovi multipleks PCR reakcije 
Broj ciklusa  
1 35 1 
95 0C/5 min 
95 0C /30 s 
72 0C/10 min 55,8 0C /90 s 
72 0C /60 s 
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Tabela 15. Sekvenca prajmera korišćenih za amplifikaciju mikrosatelitnih markera 





























Amplifikovani fragmenti su elektroforetski razdvojeni na ABI PRISM 3130 
genetičkom analizatoru. Dužina fragmenata je određena poređenjem sa internalnim 
GeneScanTM- 500 LIZTM Size standardom. Intenzitet signala (visina pikova) PCR 
produkata za svaki pojedinačni marker tumorskog tkiva je poređ n sa intenzitetom 
signala svakog pojedinačnog markera zdravog tkiva, a gubitak heterozigotnosti je 




T1, T2- intenzitet signala alela (1 i 2) u tumorskom tkivu 
N1, N2- intenzitet signala alela (1 i 2) u neizmenjenom tkivu 
Kod uzoraka sa vrednostima AIR < 0.8 za bar jedan od ispitivanih markera 
potvrđen je gubitak heterozigotnosti. 
 
Slika 14. Shematski prikaz lokalizacije gena VHL, mikrosatelitnih markera korišćenih za LOH analizu i 
MLPA proba u okviru 3p25.3 hromozoma (dva mikrosatelitna markera su pozicionirana u centromernom 
3p26 i telomernom regionu 3p22.1) (Modifikovano Banks et al. 2006) 
3.2.7. Analiza nivoa HIF-2α iRNK metodom kvantitativnog RT-PCR u 
realnom vremenu 
Metoda kvantitativnog RT PCR u realnom vremenu (eng. Quantitative Real 
Time – PCR, qRT-PCR) korišćena je za relativnu kvantifikaciju ekspresije gena HIF-2α 
u tumorskom i neizmenjenom tkivu bubrega pomoću LightCycler® 480 instrumenta. 
Metoda se zasniva na određivanju intenziteta signala koji potiče od FRET (eng. 
fluorescence energy transfer, FRET ) hidrolizacionih proba posle svakog ciklusa PCR-
a, a koji korelira sa koncentracijom/brojem kopija ispitivane DNK. Proba je na 5’- kraju 
obeležena donorskom fluoroforom (eng. reporter), a na 3’- kraju akceptorskom 
42 
fluroforom (eng. quencher) koje se nalaze na bliskoj distanci što akceptoru omogućava 
supresiju fluorescentnog signala koji potiče od donora. Na 3’- kraju proba je foforilisana 
što onemogućava ekstenziju lanca. Tokom PCR reakcije, 5’-nukleaznom aktivnošću 
polimeraze dolazi do isecanja hidrolizacione probe, uklanjanja fragmenata sa targeta i 
međusobnog odvajanja akceptorske i donorske fluorofore. Donor više nije suprimiran 
akceptorom tako da nakon ekscitacije emituje fluorescentni signal čiji intenzitet se meri 
u detektorskom kanalu instrumenta. Povećanje intenziteta fluorescentnog signala 
korelira sa količinom oslobođene reporterske fluorofore, odnosno količinom PCR 
produkta (Preuzeto sa URL: 
http://plantbio.okstate.edu/resources/PCR_Core/Roche_RealTime%20PCR%20Applicat
ion%20Manual.pdf). 
Kvantifikovanje nivoa genske ekspresije obuhvatalo je sledeće stadijume: 
1. Izolacija RNK iz tumorskog i neizmenjenog renalnog tkiva 
2. Tretman DNKazom 
3. Konverzija RNK u komplementarni molekul DNK (cDNK) reverznom 
transkripcijom 
4. qRT-PCR 
Izolacija RNK iz tkiva bubrega vršena je pomoću RNeasy® Mini Kit (Qiagen, 
Hilden, Nemačka) prema protokolu proizvođača: 
U 600 µl RLT pufera dodavano je 10 µl β-merkaptoetanola i smeša je hlađena 
na ledu tokom merenja i sečenja tkiva. 
1. Odmah nakon uzimanja tkiva iz tube sa RNALater-om odmereno je 30 mg i 
usitnjeno skalpelom na ledu. 
2. Tkivo je prebačeno u tube od 2 ml i dodato je 600 µl smeše RLT pufera i  β-
merkaptoetanola, a zatim homogenizovano tučkom. 
3. Smeša je ostavljena na -20 0C 20 minuta, a zatim prebačena u QIAshredder (Qiagen, 
Hilden, Nemačka) kolonice koje su stavljane u kolektorske tube od 2 ml i 
centrifugirana na 14000 rpm 2 minuta. 
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4. Lizat je centrifugiran na 14000 rpm 3 minuta. 
5. Supernatant je prebačen pipetom u tubu od 1,5 ml i dodavano je 600 µl 70 % 
etanola. 
6. Smeša je prebačena u RNeasy kolonice i centrifugirana na 10000 rpm 15 sekundi. 
7. Nakon odlivanja sadržaja iz kolektorskih tuba, u RNeasy kolonice je dodavano 700 
µl RW1 pufera. 
8. RNeasy kolonice su centrifugirane na 10000 rpm 15 sekundi i sadržaj je odlivan iz 
kolektorskih tuba. 
9. U RNeasy kolonice je dodavano 500 µl RPE pufera i centrifugirano na 10000 rpm 
15 sekundi, sadržaj iz kolektorskih tuba je uklanjan. 
10. U RNeasy kolonice je dodavano 500 µl RPE pufera centrifugirano na 10000 rpm 2 
minuta. 
11. RNeasy kolonica je stavljana u tubu od 2 ml i centrifugirana na 14000 rpm 1 minut. 
12. RNeasy kolonica je stavljana u tubu od 1.5 ml i dodavano je 30 µl nuclease-free 
vode (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD), a zatim je centrifugirana na 10000 
rpm 1 min. 
Koncentracija molekula RNK je merena na spektrofotometru na talasnoj dužini 
od 260 nm, a zatim je izračunavana ukupna masa RNK u zapremini od 29 µl, prema 
formuli: 
mRNK (ng) = cRNK (ng/µl) x V (29 µl); 
Protokol za uklanjanje genomske DNK iz uzoraka RNK: 
Genomska DNK je uklanjana iz uzoraka RNK upotrebom enzima DNAse I, 
RNase- free (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD). Komponente reakcione smeše 
prikazane su u tabeli 16. 
1. Smeša je inkubirana na 37 0C 30 minuta. 
2. Dodavana je 1/10 volumena 25 mM EDTA i smeša je inkubirana na 65 0C 10 
minuta. 
3. Nakon inkubacije u uzorke je dodavano 300 µl smeše  
fenol : hloroform : izoamilalkohol (25:24:1). 
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4. Uzorci su vorteksovani 10-15 sekundi i centrifugiran  na 14000 rpm,  
5 minuta na 4 0C. 
5. Gornja faza je prebačena u tubu od 1,5 ml, a zatim je dodavano 300 µl smeše 
hloroform:izoamilalkohol (24:1), vorteksovano 10-15 sekundi I centrifugirano na 
14000 rpm, 5 minuta na 4 0C. 
6. Gornja faza je prebačena u tubu od 1,5 ml u koju je dodavano: 1/10 volumena 3M 
natrijum acetata i 2.2 volumena 96 % etanola.  
7. Smeša je blago vorteksovana i ostavljena na - 20 0C preko noći. 
8. Uzorci su centrifugirani na 14000 rpm, 45 minuta na 4 0C, a zatim je odlivan 
supernatant. 
9. U uzorke je dodavano 200 µl 70 % etanola, a potom su centrifugirani 14000 rpm, 2 
minuta na 4 0C. Supernatant je odlivan. 
10. Uzorci RNK su nakon sušenja na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta, 
rastvarani u 20 µl DEPC-treated vode. 
11. Uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 10 minuta, blago vorteksovani, nakon 
čega je merena koncentracija RNK; Kvalitet RNK je smatran zadovoljavajućim za 
vrednosti A260/280 ~ 2. 
Tabela 16. Komponente reakcione smeše 
Reakciona smeša Zapremina (µl) 
RNK 1-2 µg 
10x reaction buffer with 
MgCl2 
1 µl 
DEPC-treated Water do 9 µl 
Dnase I, Rnase-free (1 u/µl) 1-2 µl  
 
In vitro sinteza komplementarne DNK vršena je korišćenjem First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD) prema uputstvu proizvođača: 
1. 0.5 µg ukupne RNK je konvertovano u cDNK u tubi od 0.5 ml; Komponente 
reakcione smeše su dodavane prema redosledu prikazanom u tabeli 17. 
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2. Smeša je blago vorteksovana i centrifugirana na 5000 rpm, 10 sekundi. 
3. Smeša je inkubirana na 37 0C, 60 minuta, a zatim na 70 0C, 5 minuta. Uzorci cDNK 
su čuvani na - 80 0C.  
Za izvođenje qRT-PCR reakcije korišćen je LightCycler® 480 Probes Master kit 
(Roche, Mannheim, Nemačka). Sekvence prajmera i proba, komponente reakcione 
smeše i temperaturni profil reakcije su predstavljeni u tabelama 20, 21 i 22. Uz svaku 
seriju uzoraka predviđenih za analizu, istim reakcionim uslovima izlagano je pet 
razblaženja standarda poznatih koncentracija i negativna kontrola. Reakcije su izvođene 
u triplikatu za svaki uzorak. Sa svakim ciklusom PCR reakcije produkt je umnožen po 
formuli N=N0 x (E)
n, gde N0 predstavlja količinu amplifikata na početku reakcije, E je 
amplifikaciona efikasnost i iznosi 80-90 % , n je broj ciklusa i N je količina 
amplifikovanih molekula. Nakon određ nog broja ciklusa PCR reakcije, umnožava se 
količina standarda i uzorka proporcionalno ekspresiji gena, što se uočava pojavom krive 
iz tzv. background-a. Momenat detekcije signala praćen pojavom krive naziva se 
“Crossing point„ (Cp vrednost). Nakon završene reakcije konstruiše se standardna kriva, 
pri čemu su na X osi predstavljene logaritmovane vrednosti koncentracije standarda 
(amol), a na Y osi srednja Cp vrednost triplikata pojedinačnog razblaženja standarda. Iz 
jednačine prave (y = ax + b) se preračunava ekspresija ispitivanog gena, gde y 
predstavlja Cp vrednost ispitivanog uzorka, a X njegovu koncentraciju izraženu u 
logaritmovanoj vrednosti koncentracije (logamol). Antilogaritmovanjem X vrednosti 
dobija se koncentracija uzorka (amol), a zatim se preračunava po μg RNK koja je 
korišćena za sintezu cDNK. Kao endogena kontrola korišćen je β-aktin i njegova 
ekspresija je takođe ispitivana za svaki uzorak. Relativna kvantifikacija je vršena 
određivanjem odnosa ekspresije cDNK za HIF-2α i β-actin u ispitivanom uzorku 
tumorskog odnosno neizmenjenog tkiva bubrega (amolHIF-2α po μg RNK/ amolβ-aktin po 
μg RNK).  
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Tabela 17. Komponente reakcione smeše za sintezu cDNK 
Reakciona smeša   
RNK 0,5 µg 
oligo (dT)18 prajmer 1 µl 
voda, nuclease-free do 11 µl 
5x Reaction Buffer 4 µl 
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µl) 1 µl 
10 mM dNTP Miks 2 µl 
M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/µl) 2 µl 
Totalna zapremina 20 µl 
 









LightCycler® 480 Probes Master 2X conc. 1x 12.5 
prajmer Fw 0.25 mM 
0.1 
 
prajmer Rv 0.25 mM 
0.1 
 
proba 0.05 pM 
0.2 
 




voda, PCR-grade  
do 20 
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Tabela 19. Temperaturni uslovi qRT-PCR reakcije za A) HIF-2α i B) β-aktin 
A Broj ciklusa 
Denaturacija 95 0C/5 min 1 
Amplifikacija 
95 0C /30 s 
580 C /30 s 
72 0C/60 s 
40 
Hlađenje 40 0C/10 s 1 
B Broj ciklusa 
Denaturacija 95 0C/5 min 1 
Amplifikacija 
95 0C /30 s 
600 C /30 s 
72 0C/60 s 
40 
Hlađenje 40 0C/10 s 1 
 















5'- 6FAM - 
CATTGGTCCTTGGCCTCTGT








5'- FAM - 
CCGCCGCCCGTCCACACCCG
CC – BBQ -3' 
 
3.2.8. Analiza nivoa proteina HIF-2α, mTOR, TSC1, eIF4E-BP1, p70S6K1, 
AMPK, REDD1 i PDK3 Western Blot metodom  
Western blot metoda korišćena je za kvantitativnu analizu proteina izolovanih iz 
tumorskog i neizmenjenog tkiva bubrega. 
Protokol za izolaciju proteina iz tkiva: 
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1. Odmereno je 30 mg tkiva i usitnjeno na ledu. Tkivo je prebačeno u tubu od 2 ml, a 
zatim je dodavano 1 ml radnog RIPA pufera (Tabela 21) sa koktelom proteaznih  
inhibitora cOmplete EDTA-free (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, 
Mannheim, Nemačka). 
2. Uzorci su ostavljeni na - 20 0C 30 minuta. 
3. Uzorci su sonifikovani 3x10 sekundi sa pauzom od po 1 minut između svakog 
ciklusa sonifikacije, a zatim ostavljeni na - 20 0C 30 minuta. 
4. Uzorci su centrifugirani na 11000 rpm, 20 minuta na 4 0C. 
5. Supernatant koji sadrži ukupne proteine je pažljivo izvučen pipetom i čuvan na - 80 
0C. 
 
Tabela 21. Receptura za RIPA pufer 
RIPA pufer 
10 mM TRIS-HCl (pH 7,5-8) 
1 mM EDTA 
0.1 % SDS 
0.1 % deoksiholat 
1 % Triton X-100 
1 mM PMSF 
 
Koncentracija proteina je određivana Bradford-ovom metodom (Bradford 1976) 
korišćenjem Bio-Rad Protein Assay reagensa (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 
SAD). Nakon merenja apsorbanci različitih razblaženja BSA (eng. Bovine serume 
albumine, BSA) poznatih koncentracija  na 595 nm konstruisana je standardna kriva. 
Spektrofotometrijski je merena apsorbanca uzoraka proteina, a korišćenjem 
zakrivljenosti standardne krive određivana je koncentracija analiziranih proteina. 
Priprema uzoraka za SDS-PAGE elektroforezu (eng. Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE): 
1. U tube je dodavano 100 µg proteina, 2.5 µl NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x), 1 µl 
NuPAGE® Reducing Agent (10x) i dH2O do finalne zapremine od 10 µl. 
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2. Smeša je inkubirana na 70 0C 10 minuta. 
Uzorci i markeri MagicMarkTM Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 
Scientific Baltics UAB, Vilnius, Litvanija) i PageRuler TM Prestained Protein Ladder 
(Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Litvanija ) nalivani su u bunariće 
NuPAGE® Bis-Tris Mini gela za razdvajanje proteina molekulske mase od 1-200 kDa i 
razdvajani korišćenjem XCell SureLock® Mini-Cell sistema za elektroforezu, pri 
konstantnoj voltaži od 200 V, 40 minuta. Unutrašnja komora elektroforetskog sistema 
ispunjavana je sa 200 ml 1X NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer u koji je dodato 
500 µl NuPAGE® Antioxidant, a spoljašna komora je ispunjavana sa 600 ml istog 
pufera bez dodavanja antioksidansa (Preuzeto sa URL:
http://pro.unibz.it/staff2/sbenini/documents/laborat y_and_safety/nupage_tech_man.pdf). 
Proteini molekulske mase od 36-400 kDa i gore pomenuti markeri razdvajani su 
na NuPAGE® Novex Tris-Acetate gelu pri konstantnoj voltaži od 150 V, 1 čas. Komore 
elektroforetskog sistema ispunjavane su sa 1X NuPAGE® Tris Acetate Running Buffer, 
pri čemu je u unutrašnju komoru dodavano 500 µl antioksidansa. 
Elektroforetski transfer proteina sa NuPAGE® Bis-Tris Mini gela na 
nitroceluloznu membranu (Nitrocellulose Membrane, Filter Paper Sandwich, 0,45 µm 
size (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Litvanija), odnosno sa NuPAGE® 
Novex Tris-Acetate gela na PVDF (eng. polyvinylidene difluoride) membranu (PVDF 
Membrane, Filter Paper Sandwich, 0,45 µm size, Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, 
Vilnius, Litvanija),vršen je pomoću XCell IITM Blot Module sistema (Thermo Fisher 
Scientific Baltics UAB, Vilnius, Litvanija) pri naponu od 25 V 90 minuta. Receptura za 
pripremu pufera koji je korišćen za transfer proteina, prikazana je u tabeli 22.  
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Tabela 22. Komponente pufera za transfer proteina 
Komponente transfer pufera Zapremina (ml) 
NuPAGE® Transfer Buffer (20X) 50 
NuPAGE® Antioxidant 1 
Metanol 200 
Dejonizovana voda 849 
 
PVDF membrana je inkubirana u metanolu 30 sekundi, isprana dejonizovanom 
vodom, a zatim natopljena transfer puferom na nekoliko minuta. Sunđeri i 
nitrocelulozna membrane su takođe ostavljani u posudi sa transfer puferom. 
Komponente korišćene prilikom transfera proteina sa gela na membranu smeštane su u 
XCell IITM Blot Module sistem. 
Nakon transfera, membrane su blokirane u 5 % rastvoru obranog mleka 
(LumiLightPLUS Western Blotting Kit, Basel, Švajcarska) u PBS-u 60 minuta, a zatim su 
inkubirane u odgovarajućem razblaženju primarnog antitela preko noći na 4 0C (Tabela 
23). Membrane su ispirane tri puta od po 10 minuta u PBS-u, a potom inkubirane sa 
odgovarajućim sekundarnim HRP – konjugovanim antitelom (eng. horseradish 
peroxidase, HRP) 90 minuta na sobnoj temperaturi i ispirane ponovo u PBS-u.  
Detekcija ispitivanih proteina vršena je korišćenem Lumi-LightPLUS Western 
Blotting Kit (Mouse/Rabbit), prema uputstvu proizvođača. Membrane su inkubirane u 
smeši jednakih zapremina Lumi-LightPLUS Enhancer i Lumi-LightPLUS Stable Peroxide 
Solution (0,5 ml/cm2 membrane) 5 minuta, a zatim su smeštane u kasetu (Maco Cassete 
13x18, Hans O. Mahn & CO. Hamburg, Nemačk ). Na membrane je u mračnoj komori 
stavljan fotografski film (Ortho, CP-GU, Medical X-ray film 13x18, AGFA, Mortsel, 
Belgija). Ekspozicija je prilagođavana u zavisnosti od jačine hemiluminescentnog 
signala i antitela kojim je vršena detekcija proteina. Film je razvijan u aparatu AGFA 
Classic EOS (AGFA, Mortsel, Belgija). Detektovani protein uočavan je kao diskretna 
traka na odgovarajućoj poziciji na filmu. Proteini su kvantifikovani korišćenjem 
softvera ImageQuant. β-aktin korišćen je kao interna (endogena) kontrola za 
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normalizaciju ekspresionog nivoa ispitivanih proteina. Membrane su oslobađ ne 
primarnog i sekundarnog antitela,  „stripovane“ inkubacijom u 0,2M NaOH 15 minuta 
na sobnoj temperaturi uz blagu agitaciju, a zatim pripremane za detekciju drugim 
antitelom, prema prethodno objašnjenoj proceduri.  
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3.2.9. Analiza nivoa proteina TSC2 metodom imunohistohemije 
Imunohistohemijska metoda korišćena je za semikvantitativno utvrđivanje nivoa 
ekspresije proteina TSC2 na uzorcima svetloć lijskog karcinoma i neizmenjenog tkiva 
bubrega.  
Parafinski preseci debljine 5µm su deparafinisani i rehidratisani. Između 
inkubacija u specifičnim rasrvorima tokom imunohistohemijske reakcije pločice su 
ispirane u rastvoru 0,1 M PBS. Demaskiranje antigena vršeno je u citratnom puferu (10 
mmol/L, pH6, Epitope Retrieval Solution, Dako, Glostrup, Denmark), inkubacijom na 
95 0C , u trajanju od 21 minuta. Nakon toga, preseci su postepeno hlađeni i ispirani u 
tekućoj, a potom i destilovanoj vodi. Aktivnost endogene p roksidaze inhibirana je 
inkubacijom uzoraka u 3 % rastvoru vodonik peroksida tokom 10 minuta. Nespecifična 
imunoreaktivnost je  blokirana rastvorom Peptide Blocking Solution (Dako, Glostrup, 
Denmark) tokom 30 minuta. Preseci su potom inkubirani 60 minuta u rastvoru 
primarnog poliklonskog anti-TSC2 antitelu (5 µg/ml, ab128021, Abcam, Cambridge, 
UK) na sobnoj temperaturi. Vizuelizacija kompleksa antigen-antitelo je vršena 
korišćenjem DAKO Universal LSAB+/HRP kita (DAKO K0679) sa hromogenom 3,3’-
diaminobenzedinom (DAB + Substrate Chromogen System, Dako, Glostrup, Denmark). 
Uzorci su kontrastirani Mayerovim hematoksilinom  i pokriveni Aquatex-om (Merck, 
Darmstadt, Germany). Svaki uzorak tumorskog tkiva je rađen u duplikatu.  Kod 
negativnih kontrola u proceduri je izostavljeno izlaganje rastvoru  primarnog antitela. 
Kao pozitivna kontrola korišćeni su uzorci tkiva mozga (hipokampusa) i srčanog mišića 
pacova. 
Analiza preparata rađena je na mikroskopu Olympus BX-41 sa Olympus XC50 
digitalnom kamerom i Cell softverom (Olympus, Tokyo, Japan). Procena ekspresije 
TSC2 proteina rađena je brojanjem imunoreaktivnih struktura ćelije (jedro, citoplazma 
ili membrana) u pet reprezentativnih zona svakog preseka tumorskog i neizmenjenog 
tkiva bubrega. Intenzitet reakcije je definisan kao negativan 0, slab 1+, umeren 2+ i jak 
3+. Rezultat je izražavan u vidu nukleusnog, citoplazmatskog i membranskog skora 
imunoreaktivnosti (0, 1, 2 i 3) na 100 izbrojanih ćelija (Marković-Lipkovski et al. 1995; 
Brašanac et al. 1996).  
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3.2.10. Statistička obrada rezultata 
Rezultati analiza predstavljeni su kao srednje vrednosti ± standardna greška 
(SE). U zavisnosti od distribucije dobijenih rezultata, primenjeni su jednosmerna analiza 
varijanse (ANOVA) sa post hoc Bonferroni korekcijom za testiranje statističke 
značajnosti razlika između ispitivanih grupa ili Kruskal Wallis neparametrijski test 
praćen Mann Whitney testom. Jačina i smer linearne povezanosti dve varijable ispitana 
je određivanjem Pearsonovog koeficijenta korealacije u slučaju normalne distribucije 
podataka ili Spearmanovog koeficijenta korelacije kada najmanje jedna varijabla nije 
imala normalnu distribuciju. Vrednosti P < 0.05 su smatrane statistički značajnim. Za 
opisivanje odnosa varijabli korišćene su multipla i prosta regresiona analiza. Sva 
izračunavanja su obavljena korišćenjem statističkog programa SPSS Statistic 17.0 




Studijom je bilo obuhvaćeno 47 pacijenata (14 žena / 33 muškarca) sa tumorom 
bubrega, kod kojih je patohistološkom analizom tumorsk g tkiva potvrđena dijagnoza 
svetloćelijskog karcinoma. U analiziranoj grupi pacijenata određen je stadijum tumora 
prema važećem sistemu TNM klasifikacije i gradus tumora prema Furmanovom sistemu 
klasifikacije (Tabela 25). 
4.1. Rezultati analize mutacionog statusa gena VHL 
Analizom DNK izolovane iz tumorskog tkiva bubrega detektovane su promene u 
okviru gena VHL i/ili 3p lokusa kod 37/47 (78.7 %) pacijenata. 
4.1.1. Rezultati analize mutacionog statusa gena VHL metodom 
automatskog sekvenciranja 
U analiziranoj grupi pacijenata sekvenciranjem gena VHL genomske DNK 
izolovane iz periferne krvi nisu detektovane germinativne mutacije. Analizom DNK 
izolovane iz tumorskog tkiva bubrega detektovane su somatske mutacije u genu VHL 
kod 31/47 (65.9 %) pacijenta sa svetloćelijskim karcinomom bubrega. 
Sekvenciranjem gena VHL detektovano je 19 somatskih mutacija (19/31; 61.3 
%) (tabela 25), od kojih 12 (12/19; 63.2 %) pripada tipu frame shift mutacija, 5 (5/19; 
26.3 %) missense mutacijama (1 SNP, 2 splice site mutacije, Slike 15, 16 i 17) i 2 in 
frame delecijama (2/19; 10.5 %).  
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Slika 15. Elektroforegramski prikaz splice site mutacija p.Gly114Cys i p.His115Tyr 
 
Slika 16. Elektroforegramski prikaz missense mutacije p.Trp88Leu 
 
 
Slika 17. Elektroforegramski prikaz genetičke varijante rs35460768 (p.Pro25Leu) 
Na slici 18 predstavljene su pozicije somatskih mutacija detektovanih u 
uzorcima tumorskog tkiva. Analizom gena VHL neizmenjenog tkiva bubrega nisu 
detektovane mutacije ni u jednom ispitivanom uzorku.  
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Slika 18. Shematski prikaz gena VHL, proteina VHL i pozicije detektovanih mutacija 
4.1.2. Rezultati analize mutacionog statusa gena VHL metodom 
amplifikacije višestruko ligiranih proba  
DNK izolovana iz tumorskog i neizmenjenog tkiva bubrega pacijenata kod kojih 
nisu detektovane mutacije sekvenciranjem gena VHL analizirana je MLPA metodom. 
Kod 12 (12/31; 38.7 %) pacijenata utvrđeno prisustvo velikih delecija (11) i duplikacija 
(1) u okviru gena VHL (Slike 20 i 21). Rezultat dobijen analizom DNK izolovane iz 
periferne krvi zdrave kontrolne osobe MLPA metodom prikazan je slikom 19. 
 
Slika 19. Prikaz rezultata dobijenih analizom DNK izolovane iz periferne krvi zdrave kontrolne osobe 
MLPA metodom. Crnim kružićma predstavljene su vrednosti AIR~1koje ne ukazuju na prisustvo 




Slika 20. Prikaz delecije dela gena VHL i susednih regiona u okviru 3p25 lokusa detektovane MLPA 
metodom u uzorku tumorskog tkiva i neizmenjeno tkivo bubrega. Crvenim kružićima predstavljene su 
vrednosti AIR < 0.7 regiona DNK koji su indikovani za prisustvo delecije. Crnim kružićima predstavljene 






Slika 21. Prikaz duplikacije dela prvog egzona gena VHL detektovane MLPA metodom u uzorku 
tumorskog tkiva i neizmenjeno tkivo bubrega. Plavim i ljubičastim kružićima predstavljene su vrednosti 
AIR > 1.3 koje su indikovane za prisustvo duplikacije. Crnim kružićima predstavljene su vrednosti 0.7 < 
AIR < 1.3 koje ne ukazuju na prisustvo delecije/duplikacije ispitivanih regiona DNK. 
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4.1.3. Rezultati analize metilacionog statusa promotorskog regiona gena 
VHL 
Supresija transkripcije metilacijom promotora gena VHL nije detektovana ni u 
jednom uzorku tumorskog tkiva (Slika 22).  
 
Slika 22. Prikaz produkata MS-PCR reakcije nakon elektroforetskog razdvajanja na 2,5 % agaroznom 
gelu; Levo- standardni marker koji je korišćen za proveru dužine amplifikovanih fragmenata  
(O'GeneRuler™ DNA ladders, Thermo Fisher Scientific, SAD); ZT- neizmenjeno tkivo, TT- tumorsko 
tkivo, U- nemetilovani prajmeri koji su korišćeni u PCR reakciji, M- metilovani prajmeri koji su korišćeni 
u PCR reakciji. MS-PCR produkti uočavaju se u vidu traka dužine 165 bp i dobijeni su samo primenom 
nemetilovanih prajmera; Nespecifične trake od ~ 50 bp predstavljaju dimere prajmera. 
4.1.4. Rezultati analize gubitka heterozigotnosti 3p lokusa 
Analizom šest mikrosatelitnih markera koji okružuju gen VHL utvrđen je 
gubitak heterozigotnosti u uzorcima tumorskog tkiva 33 pacijenata (33/47; 70.2 %) 
(Slika 23).  
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Slika 23. Elektroforegramski prikaz LOH analize u tumorskom i neizmenjenom tkivu bubrega.  
Uzorak neizmenjenog tkiva je heterozigot za markere: D3S1537 (221/230 bp), D3S3691 (256/260 bp), 
D3S1597 (169/172 bp), D3S1435 (176/181 bp), D3S1038 (112/133 bp) i homozigot za D3S1317 (166 
bp). U tumorskom tkivu prisutan je LOH što se uočava potpunim gubitkom jednog alela za markere 
D3S1537 (221 bp), D3S3691 (260 bp), D3S1435 (181 bp), D3S1038 (112 bp) ili vrednostima AIR<0,7 za 
marker D3S1597 (169/172 bp). Marker D3S1317 (166 bp) nije informativan.  
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4.1.5. Klasifikacija uzoraka tumorskog tkiva u odnosu na mutacioni status 
gena VHL 
Analizirani uzorci tumorskog tkiva grupisani su prema mutacionom statusu gena 
VHL na uzorke sa neizmenjenim genom VHL (wt VHL), sa monoalelnom inaktivacijom 
gena VHL i bialelnom inaktivacijom gena VHL. 
Nemutirani gen wtVHL detektovan je kod 10 (10/47; 21.3 %) pacijenata sa 
svetloćelijskim karcinomom bubrega. Monoalelska inaktivacij  gena VHL detektovana 
je kod 10 (10/47; 21.3 %) pacijenata (4/10 sa prisustvom intragenskih mutacija u VHL 
genu i 6/10 sa gubitkom heterozigotnosti). Bialelna inaktivacija gena VHL detektovana 
je kod 27 (27/47; 57.4 %) pacijenata, odnosno kod 87.1 % (27/31) pacijenata nosioca 
intragenske mutacije (Tabela 24). 
Tabela 24. Patohistološke karakteristike tumora i mutacioni status gena VHL (Nomenklatura je 
urađena prema propozicijama HGVS- Human Genome Variation Society; Sekvenca gena VHL je preuzeta 
sa NCBI- The National Center for Biotechnology Information pod identifikacionim brojem NG_0082123 
za gen i L15409 za iRNK); ID-broj uzorka, FG-Furmanov gradus, TNM-stadijum tumora, cc-
svetloćelijski karcinom, FS-frame shift mutacija, MS-missense mutacija, Spl-splice site mutacija, del-
delecija, IFD-in frame delecija, ND-nije determinisano; (Modifikovano Damj novic et al. 2016) 
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ID  FG TNM LOH  Metilacija  MLPA  
MUTACIJA 
Promena na nivou 
transkripta 




1 1 pT1N0M0 ND - ND - - - - 
2 3 pT3aNlM0 - - - - - - - 
3 3 PT3aNxM0 - - - - - - - 
4 1 pT1N0M0 + ND ND c.263G>T p.Trp88Leu 1 MS 
5 1 pT1N0M0 + ND ND c.364_366del p.Alal22del 2 IFD 
6 2 pT2N0M0 + ND ND c.346del p.Leull6Phefs*43 2 FS 
7 2 pT3aN0M0 + ND ND c.317del p.Glyl06Alafs*53 1 FS 
8 3 pT3aN0M0 - ND ND c.439del p.Ile147Phefs*12 2 FS 
9 1 pT1N0M0 + ND ND c.74C>T p.Pro25Leu 1 MS 
10 3 PT3aNlM0 + ND ND c.267_292del Asn90Profs*33 1 FS 




12 3 PT3aNlM0 + ND ND c.530_531del p.Argl77Thrfs*78 3 FS 
13 3 PT3aNlM0 - - - - - - - 
14 3 PT3aNlM0 + - + - - - - 
15 3 PT3aNlM0 + - - - - - - 
16 2 PT3aNlM0 + ND ND c.340G>T p.Glyll4Cys 2 Spl/MS 
17 3 pT1N1M0 - - - - - - - 
18 1 pT1N0M0 + - + - - - - 
19 3 pT3aN0M0 - - - - - - - 
20 2 PT3aNlM0 + - - - - - - 
21 2 pT3aN0M0 + ND ND c.270_281del p.Asn90_Glu94delinsLys 1 IFD 
22 1 pT1N1M0 + -  - - - - 
23 2 pT2N0M0 + - + - - - - 
24 1 pT1NxM0 + ND ND c.l89del p.Arg64Alafs*3 1 FS 
25 1 pT1N0M0 + - - - - - - 
26 2 PT3aNlMl + - + - - - - 
27 1 pT1N0M0 - - + - - - - 
28 2 PT3aNlM0 + - - - - - - 
29 2 pT1N0M0 + - - - - - - 
30 3 PT3aNlM0 - - - - - - - 
31 2 PT3aNlM0 + ND ND c.258del Val187Tyrfs*72 3 FS 
32 1 pT1N0M0 + ND ND c.358_359del Asp121Cysfs*10 2 FS 
33 2 PT3aNlM0 + ND ND C.343C>T p.His115Tyr 2 Spl/MS 
34 2 pT3aN0M0 + ND ND c.214T>C p.Ser72Pro 1 MS 
35 1 pT2NxM0 - - + - - - - 
36 2 pT1NxM0 + - + - - - - 
37 3 pT3aN2Ml + - + - - - - 
38 2 PT3aNlM0 + - + - - - - 
39 3 PT3aNlM0 + - + - - - - 
40 3 pT3aNlM0 - - - - - - - 
41 2 pT1N0M0 - - - - - - - 
42 3 pT3aN0M0 - - + - - - - 
43 3 PT3aNlM0 - - - - - - - 
44 3 pT3aN0M0 + ND ND c.257_258delinsT p.Pro86Leufs*73 1 FS 
45 3 PT3bNlMl + ND ND c.376del p.Asp126Metfs*33 2 FS 
46 2 pT3aNlMl + ND ND c.407_410del p.Phe136Cysfs*22 2 FS 
47 1 pT1bN0M0 + - + - - - - 
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4.2. Rezultati analiza asocijacije patohistoloških parametara sa 
mutacionim statusom gena VHL  
U analiziranoj grupi pacijenata nije uočena korelacija između mutacionog 
statusa gena VHL i pola, starosti i stadijuma bolesti (TNM) (P > 0.05). Uzorci 
tumorskog tkiva sa wtVHL genom imaju signifikantno veći Furmanov gradus (2.9 ± 0.1) 
u odnosu na tumore sa monoalelnom (1.7 ± 0.2; P = 0.014) i bialelnom (2.0 ± 0.1; P = 
0.009) inaktivacijom gena VHL, dok razlike u gradusu VHL mutiranih (M/LOH vs. 
M+LOH) tumora nisu statistički značajne. 
4.3. Rezultati analiza asocijacije nivoa HIF-2α iRNK sa mutacionim 
statusom gena VHL  
Ispitivanjem nivoa HIF-2α iRNK metodom qRT-PCR nismo uočili statistički 
značajne razlike između analiziranih grupa tumorskih tkiva. Takođe, nisu detektovane 
razlike u nivou iRNK između tumora sa wt VHL genom, monoalelnom i bialelnom 
inaktivacijom gena VHL i neizmenjenog tkiva bubrega (Slika 24). 
 
Slika 24. Histogramski prikaz nivoa HIF-2α iRNK u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i neizmenjenog tkiva bubrega. WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije 
detektovana promena u genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u 
genu VHL ili gubitak heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana 
mutacija u genu VHL i gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega;  
(Modifikovano Damjanovic et al. 2016)  
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4.4. Rezultati analiza nivoa proteina HIF-2α, mTOR, TSC1, eIF4E-
BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 i PDK3 Western Blot metodom 
4.4.1. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina HIF-2α sa mutacionim 
statusom gena VHL  
Analizom nivoa transkripcionog regulatora HIF-2α nisu detektovane razlike 
između tumorskih tkiva sa različitim mutacionim statusom gena VHL, kao ni razlike u 
odnosu na neizmenjeno tkivo bubrega (Slika 25). 
 
Slika 25. A- Prikaz nivoa proteina HIF-2α detektovanog Western blot metodom; C1-C5, neizmenjeno 
tkivo; T1-T5, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana promena u 
genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili gubitak 
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL i 
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; B 
- Histogramski prikaz nivoa proteina HIF-2α u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva (Modifikovano Damjanovic et al. 2016) 
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4.4.2.  Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina mTOR sa mutacionim 
statusom gena VHL  
Analizom nivoa proteina mTOR nisu uočene razlike između tumora sa wt VHL 
genom, mono- i bialelnom inaktivacijom gena VHL. Takođe, nisu uočene statistički 
značajne promene u nivou ekspresije proteina mTOR u tumorima sa wt VHL genom i 
tumorima sa monoalelnom inaktivacijom gena VHL u odnosu na neizmenjeno tkivo. U 
tumorima sa bialelnom inaktivacijom gena VHL detektovan je znač jno niži nivo 
proteina mTOR u odnosu na neizmenjeno tkivo (P = 0.002) (Slika 26).  
 
Slika 26. A- Prikaz nivoa proteina mTOR detektovanog Western blot metodom;  C1-C3, neizmenjeno 
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana promena u 
genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili gubitak 
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL i 
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; 
B- Histogramski prikaz nivoa proteina mTOR u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva (*M+LOHmTOR < CmTOR) 
(Modifikovano Ilic et al. 2017) 
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4.4.3. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina TSC1 sa mutacionim 
statusom gena VHL  
Kvantitativnom analizom utvrđeno je da tumori sa monoalelnom inaktivacijom 
gena VHL imaju značajno nižu ekspresiju proteina TSC1 u odnosu na tumore sa 
bialelnom inaktivacijom (P = 0.019), kao i u odnosu na neizmenjeno tkivo bubrega (P = 
0.001) (Slika 27).  
 
Slika 27. A- Prikaz nivoa proteina TSC1 detektovanog Western blot metodom;  C1-C6, neizmenjeno 
tkivo; T1-T6, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana promena u 
genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili gubitak 
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL i 
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; 
B- Histogramski prikaz nivoa proteina TSC1 u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva bubrega (*M/LOHTSC1 < CTSC1; 
#
M/LOHTSC1 < 
M+LOHTSC1  ) (Modifikovano Damjanovic et al. 2016) 
. 
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4.4.4.  Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina eIF4E-BP1 sa 
mutacionim statusom gena VHL  
Kvantitativnom analizom utvrđeno je da je nivo proteina eIF4E-BP1 u 
tumorskim tkivima sa bialelnom inaktivacijom gena VHL značajno veći u odnosu na 
neizmenjeno tkivo bubrega (P = 0.002). Nisu detektovane značajne razlike u nivou 
proteina eIF4E-BP1 u ostalim grupama tumora (Slika 28).
 
Slika 28. A- Prikaz nivoa proteina eIF4E-BP1 detektovanog Western blot metodom;  C1-C3, 
neizmenjeno tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana 
promena u genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili 
gubitak heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL 
i gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; 
B- Histogramski prikaz nivoa proteina eIF4E-BP1 u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva bubrega (*M+LOHeIF4E-BP1 > CeIF4E-BP1)  
(Modifikovano Ilic et al. 2017) 
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4.4.5.  Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina p70S6K1 sa mutacionim 
statusom gena VHL  
Kvantitativnom analizom nisu uočene razlike u ekspresiji proteina p70S6K1 u 
ispitivanim grupama tumorskih tkiva, kao ni razlike u odnosu na neizmenjeno tkivo 
bubrega (Slika 29). 
 
 
Slika 29. A- Prikaz nivoa proteina p70S6K1 detektovanog Western blot metodom; C1-C3, neizmenjeno 
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana promena u 
genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili gubitak 
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL i 
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; 
B- Histogramski prikaz nivoa proteina p70S6K1 u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva. 
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4.4.6.  Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina AMPK sa mutacionim 
statusom gena VHL  
Kvantifikacijom ekspresije proteina AMPK nisu detektovane statistički značajne 
razlike između analiziranih grupa tumorskih tkiva. Takođe, nisu detektovane promene u 
nivou proteina AMPK između tumora sa wt VHL genom, monoalelnom inaktivacijom i 




Slika 30. A- Prikaz nivoa proteina AMPK detektovanog Western blot metodom;  C1-C3, neizmenjeno 
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana promena u 
genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili gubitak 
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL i 
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; 
B- Histogramski prikaz nivoa proteina AMPK u uzorcima  tumorskog tkiva sa različitim statusom gena 
VHL i uzorcima neizmenjenih tkiva bubrega (Modifikovano Ilic et al. 2017) 
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4.4.7. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina REDD1 sa mutacionim 
statusom gena VHL  
U uzorcima tumorskog tkiva sa monoalelnom inaktivacijom gena VHL 
detektovana je znač jno niža ekspresija proteina REDD1 u odnosu na tumore sa 
neizmenjenim genom VHL (P = 0.042), u odnosu na tumore sa bialelnom inaktivacijom 
gena VHL (P < 0.005) i u odnosu na neizmenjeno tkivo (P = 0.004). U tumorima sa 
bialelnom inaktivacijom gena VHL detektovan je viši nivo proteina REDD1 u odnosu na 
neizmenjeno tkivo (P = 0.008) (Slika 31). 
 
 
Slika 31. A- Prikaz nivoa proteina REDD1 detektovanog Western blot metodom;  C1-C3, neizmenjeno 
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana promena u 
genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili gubitak 
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL i 
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; 
B- Histogramski prikaz nivoa proteina REDD1 u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva (*#‡M/LOHREDD1 < C REDD1, WT VHL REDD1, 
M+LOH REDD1; *M+LOH  REDD1 > C REDD1) (Modifikovano Ilic et al. 2017) 
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4.4.8.  Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina PDK3 sa mutacionim 
statusom gena VHL  
Western blot analizom uočen je statistički značajno viši nivo proteina PDK3 u 
tumorima sa wt VHL genom u odnosu na neizmenjeno tkivo (P = 0.016), kao i u odnosu 




Slika 32. A- Prikaz nivoa proteina PDK3 detektovanog Western blot metodom; C1-C3, neizmenjeno 
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana promena u 
genu VHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL ili gubitak 
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detektovana mutacija u genu VHL i 
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo bubrega; Normalizacija je urađena u odnosu na β-aktin; 
B- Histogramski prikaz nivoa proteina PDK3 u uzorcima tumorskog tkiva sa različitim mutacionim 
statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva bubrega (*wt VHLPDK3 > CPDK3; 
#wt VHLPDK3 > 
M+LOHPDK3) (Modifikovano Ilic et al. 2017) 
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4.5. Rezultati analize nivoa ekspresije proteina TSC2 metodom 
imunohistohemije i asocijacija sa mutacionim statusom gena 
VHL  
Imunohistohemijskom analizom uzoraka pozitivna ekspre ija proteina TSC2 
detektovana je kod 89 % (31/35) svetloćelijskih karcinoma. Nukleusna 
imunoreaktivnost procenjena  je imunoreaktivnim skorom 2+ i 3+ , dok je 
citoplazmatska ekspresija proteina TSC2 procenjena imunoreaktivnim skorom 1+. 
Semikvantitativnom procenom totalnog imunoreaktivnog skora uočen je statistički 
značajno niži nivo ekspresije proteina TSC2 u tumorskom tkivu u odnosu na 
neizmenjeno tkivo bubrega (P < 0.05). Nisu uočene značajne razlike u nivou ekspresije 
proteina TSC2 u odnosu na mutacioni status gena VHL (Slika 33).  
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Slika 33. Rezultati dobijeni imunohistohemijskom analizom: A - C, ekspresija proteina TSC2 u 
neizmenjenom tkivu bubrega nakon primene anti TSC2 antitela; wt, ekspresija proteina TSC2 u 
svetloćelijskom karcinomu bubrega sa neizmenjenim VHL genom; M/LOH, ekspresija proteina TSC2 u 
svetloćelijskom karcinomu bubrega sa monoalelnom inaktivacijom gena VHL; M+LOH, ekspresija TSC2 
proteina u svetloćelijskom karcinomu bubrega sa bialelnom inaktivacijom gena VHL; B – Grafički prikaz 
nivoa ekspresije proteina TSC2 u uzorcima tumorskog t iva sa različitim mutacionim statusom gena VHL 
i uzorcima neizmenjenog tkiva bubrega (*WT VHLTSC2, M/LOHTSC2, M+LOHTSC2 < CTSC2)  
(Modifikovano Damjanovic et al. 2016) 
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4.6. Rezultati multiple regresione analize  
Utvrđivanje odnosa ispitivanih parametara u uzorcima tumorskih tkiva sa 
različitim mutacionim statusom gena VHL urađeno je multiplom regresionom analizom.  
4.6.1. Rezultati multiple regresione analize za uzorke tumorskih tkiva sa 
wt genom VHL 
4.6.1.1. Rezultati multiple regresione analize sa Furmanovim gradusom 
kao zavisnom promenljivom  
Regresionim modelom dobijeno je da je varijabilitet gradusa tumora sa wt 
genom VHL određen nivoom proteina HIF-2α. Procenat varijabiliteta gradusa tumora 
predstavljen je koeficijentom determinacije (R2) i iznosi 96.3 % (Tabela 25). Na osnovu 
koeficijenta nagiba (b) uočena je negativna korelacija između ekspresije proteina HIF-
2α i  gradusa tumora (P = 0.002).  
Tabela 25. Regresioni model kojim se objašnjava varijabilitet zavisne promenljive (Furmanov gradus) 













       
wtVHL HIF-2α 3.09 - 0.084 0.011 0.002 0.936 
       
 
4.6.1.2. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom HIF-2α kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionim modelom dobijeno je da odnos nivoa iRNK za HIF-2α u 
tumorskom i neizmenjenom tkivu (nivo iRNKHIF-2α u tumorskom tkivu / nivo iRNKHIF-
2α u neizmenjenom tkivu) determiniše varijabilitet nivoa proteina HIF-2α  (96 %) u 
tumorskom tkivu sa wt genom VHL. Uočena je pozitivna korelacija između nivoa 
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proteina HIF-2α u tumorskom tkivu i odnosa nivoa iRNK za HIF-2α u tumorskom i 
neizmenjenom tkivu (P = 0.001) (Tabela 26).  
Tabela 26. Regresioni model kojim se objašnjava varijabilitet zavisne promenljive (protein HIF-2α) u 
















-2.14 3.007 0.296 0.001 0.963 
       
 
4.6.1.3. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom TSC1 kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionom analizom utvrđeno je da se 88,7 % varijabiliteta nivoa proteina 
TSC1 u tumorima sa neizmenjenim genom VHL može objasniti nivoom proteina 
REDD1, pri čemu je uočeno da je  povećanje nivoa ekspresije proteina TSC1 praćeno 
povećanjem nivoa proteina REDD1(P = 0.005) (Tabela 27). 
Tabela 27. Regresioni model kojim se objašnjava procenat varijabil teta zavisne promenljive (protein 














       
wtVHL REDD1 - 0.433 2.930 0.522 0.005 0.887 
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4.6.1.4. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom p70S6K1 kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionom analizom utvrđeno je da se 87,2 % varijabiliteta nivoa ekspresije 
proteina p70S6K1 u tumorima sa neizmenjenim genom VHL može objasniti novoom 
ekspresije proteina TSC1, pri čemu je uočeno da je povećanje nivoa ekspresije proteina 
TSC1 praćeno povećanjem nivoa ekspresije proteina p70S6K1 (P = 0.002) (Tabela 28). 
Tabela 28. Regresioni modeli kojima se objašnjava procenat varijabiliteta zavisne promenljive (protein 














       
wtVHL TSC1 0.314 0.515 0.113 0.002 0.872 
       
 
4.6.1.5. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom PDK3 kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionom analizom utvrđeno je da se 77.8 % varijabiliteta nivoa proteina 
PDK3 u uzorcima tumorskih tkiva sa neizmenjenim genom VHL može objasniti nivoom 
ekspresije proteina AMPK, pri čemu je uočeno da je  povećanje nivoa AMPK praćeno 
povećanjem nivoa proteina PDK3 u tumorima sa genom wtVHL (P = 0.013) (Tabela 
29). 
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Tabela 29. Regresion model kojim se objašnjava procenat varijabiliteta zavisne promenljive (protein 














       
wtVHL AMPK 0.285 0.778 0.09 0.013 0.974 
       
 
4.6.2. Rezultati multiple regresione analize za uzorke tumorskih tkiva sa 
monoalelnom inaktivacijom gena VHL 
4.6.2.1. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom HIF-2α kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionom analizom utvrđeno je da se 94.3 % varijabiliteta nivoa ekspresije 
proteina HIF-2α u tumorima sa monoalelnom inaktivacijom gena VHL može objasniti 
nivoom ekspresije proteina PDK3, pri čemu je uočena pozitivna korelacija između 
nivoa proteina HIF-2α i PDK3 (P = 0.001) (Tabela 30). 
Tabela 30. Regresioni model kojim se objašnjava varijabilitet zavisne promenljive (protein HIF-2α) u 














       
M/LOH  PDK3 0.36 0.193 0.021 0.001 0.943 
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4.6.2.2. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom AMPK kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionom analizom utvrđeno je da se 74,6 % varijabiliteta nivoa ekspresije 
proteina AMPK u tumorima sa monoalelnom inaktivacijom gena VHL može objasniti 
nivoom ekspresije proteina TSC1. Uočena je pozitivna korelacija između proteina 
AMPK i TSC1 (P = 0.006) (Tabela 31). 
Tabela 31. Regresion model kojima se objašnjava procenat varijabiliteta zavisne promenljive (protein 














       
M/LOH  TSC1 - 0.390 7.448 1.775 0.006 0.746 
       
 
4.6.2.3. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom REDD1 kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionom analizom utvrđeno je da se 55,8 % varijabiliteta nivoa ekspresije 
proteina REDD1 u tumorima sa monoalelnom inaktivacijom gena VHL može objasniti 
nivoom ekspresije proteina p70S6K1. Između proteina REDD1 i p70S6K1 uočena je 
pozitivna korelacija (P = 0.013) (Tabela 32). 
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Tabela 32. Regresioni model kojim se objašnjava procenat varijabil teta zavisne promenljive (protein 














       
M/LOH  p70S6K1 - 0.015 0.137 0.043 0.013 0.558 
       
 
4.6.3. Rezultati multiple regresione analize za uzorke tumorskih tkiva sa 
bialelnom inaktivacijom gena VHL 
4.6.3.1. Rezultati multiple regresione analize sa proteinom HIF-2α kao 
zavisnom promenljivom  
Regresionom analizom utvrđeno je da se 71.9 % varijabiliteta nivoa ekspresije 
proteina HIF-2α u tumorima sa bialelnom inaktivacijom gena VHL može objasniti 
odnosom nivoa proteina eIF4E-BP1 u tumorskom i neizm njenom tkivu (nivo proteina 
eIF4E-BP1 u tumorskom tkivu / nivo proteina eIF4E-BP1 u neizmenjenom tkivu). 
Povećanje nivoa proteina eIF4E-BP1 u tumorskom u odnosu na neizmenjeno tkivo 
praćeno je povećanjem nivoa ekspresije proteina HIF-2α u uzorcima tumora (P = 0.001) 
(Tabela 33).  
Tabela 33. Regresioni model kojim se objašnjava procenat varijabil teta zavisne promenljive (protein 














       
M+LOH  eIF4EBP1 
T/C 
1.019 0.026 0.004 0.001 0.719 




U odnosu na status gena VHL, možemo razlikovati tri grupe svetloćelijskih 
karcinoma bubrega: tumore sa neizmenjenim genom wtVHL i funkcionalnim proteinom 
VHL, tumore sa monoalelskom inaktivacijom gena VHL i redukovanom dozom 
funkcionalnog proteina VHL i tumore sa bialelskom inaktivacijom gena VHL i 
potpunim odsustvom funkcionalnog proteina VHL. Klasifikacija svetloćelijskih tumora 
bubrega prema mutacionom statusu gena VHL u potpunosti je opravdana činjenicom da 
u određenim studijama bialelska inaktivacija pomenutog gena nije detektovana kod ~ 20 
% svetloćelijskih renalnih karcinoma, kao i činjenicom da tumori u zavisnosti od 
mutacionog statusa gena VHL pokazuju  jasne razlike u ekspresionom profilu 
komponenata signalnih puteva (Beroukhim et al. 2009).  
Procentualna zastupljenost somatskih mutacija, kao i bialelna inaktivacija gena 
VHL u analiziranim uzorcima svetloćelijskog karcinoma bubrega je u saglasnosti sa 
podacima iz literature (Banks et al. 2006; Gnarra et l. 1994; Shuin et al. 1994; Whaley 
et al. 1994; Kondo et al. 2002). Uzevši u obzir odsustvo germinativnih mutacija gena 
VHL kod svih pacijenata, ispitivani uzorci svetloćelijskog karcinoma su sporadičnog 
tipa, a ne jedna od manifestacija naslednog von Hippel Lindau sindroma. 
Monoalelska inaktivacija uočena je kod 23,4 % ispitivanih uzoraka i posledica je 
mutacije/gubitka heterozigotnosti u okviru jednog alela, dok je drugi alel neizmenjen 
(eng. wild type). Haploinsuficijentnim genom smatra se gen koji u jednoj kopiji ne može 
obavljati svoju funkciju na odgovarajući način. Sve je više publikacija koje ukazuju na 
značaj haploinsuficijencije tumor supresora u procesu onkogeneze (Macleod 2000; 
Berger AH i Pandolfi 2011). Gen VHL se smatra gatekeeper tumor supresorom kod 
kojeg je gubitak funkcije posledica bialelske inaktivacije, međutim postojanje tumorskih 
tkiva sa mutiranim samo jednim alelom implicira potencijalni uticaj dozne zavisnosti 
gena VHL na proces onkogeneze. Redukovana koncentracija proteina VHL bi mogla da 
indukuje tumorigenezu, ne samo preko stabilizacije HIF-α, već i gubitkom ostalih 
funkcija VHL-a, kao što su regulacija ćelijskog ciklusa i transkripcije (Uvod, Slika 4) 
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(Gossage i Eisen 2010; Roe et al. 2011; Metcalf et al. 2014; Roberts et al. 2009; Yang et 
al. 2007; Kaelin 2008; Hoebeeck 2006). Takođe, jedno od mogućih objašnjenja 
nastanka renalnog karcinoma u slučaj  monoalelske inaktivacije gena VHL, mogao bi 
biti fenomen udružene haploinsuficijencije (eng. compound haploinsufficiency), 
odnosno haploinsuficijencije već g broja tumor supresora lociranih u bliskom okruženju 
(Brugarolas 2013; The Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Razmatrajući 
ulogu gena VHL u patogenezi svetloćelijskog karcinoma, trebalo bi uzeti u obzir i 
epigenetičku regulaciju ekspresije, koja uključ je metilaciju CpG ostrvaca 
promotorskog regiona i gensko utišavanje molekulima iRNK. Prema literaturnim 
podacima u 5-10 % svetloćelijskog karcinoma disregulacija funkcije proteina VHL 
asocirana je sa redukcijom nivoa ekspresije metilacijom promotora VHL gena (Herman 
et al. 1994; Clifford et al. 1998; Nickerson et al. 2008). Analizom promotorskog regiona 
gena VHL nismo potvrdili supresiju ekspresije navedenim mehanizmom, što se 
delimično može objasniti činjenicom da smo u analizu metilacionog statusa uključili 
samo one uzorke u kojima je gen VHL neizmenjen. Hipermetilacija promotorskog 
regiona koja nije udružena sa mutacijom gena VHL redak je događaj i detektovana je u 
malom broju slučajeva i u studijama sa frekventnijim prisustvom hipermetilovanog 
promotora gena VHL (Banks et al. 2006; Young et al. 2009). Novijim istraživanjima 
potvrđen je direktan kontakt miRNK-155 i miRNK-331 sa 3’-UTR regionom iRNK za 
VHL, kao i regulatorna funkcija miRNK-92 u ekspresiji gena VHL (Kong et al. 2014; 
Cao et al. 2015; Valera et al. 2011).  
Ni u jednom uzorku sa bialelnom inaktivacijom kao sekundarni mutacioni 
događaj nije detektovana intragenska tačk sta mutacija ili delecija/duplikacija, već 
gubitak heterozigotnosti lokusa koji se nalaze ushodno i nishodno od gena VHL, tako da 
bi se mehanizam inaktivacije alela koji je zahvaćen gubitkom heterozigotnosti mogao 
objasniti potpunim/delimičnim gubitkom kraćeg kraka trećeg hromozoma, kao i 
promenama na nivou silencer-a i enhancer-a koji regulišu transkripcionu aktivnost gena 
VHL. 
Osam delecionih in frame mutacija rezultuju prevremenom terminacijom 
translacije i sintezom nefunkcionalnog skraćenog proteina sa izmenjenom 
aminokiselinskom sekvencom počevši od pozicije mutacije. Sve navedene mutacije su 
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pozicionirane u regionu drugog egzona koji kodira deo proteina odgovoran za 
uspostavljanje interakcije sa proteinima elonginom B, C , kulinom i Rbx1, što ukazuje 
na smanjeni ubikvitinacioni potencijal, kao i sniženu/inhibiranu  degradaciju i 
akumulaciju HIF-1/2α (Hansen et al. 2002). Sedam od osam navedenih mutacija su 
udružene sa gubitkom heterozigotnosti za minimum jedan mikrosatelitni marker u 
okviru 3p regiona.  
Nismo detektovali tačkaste mutacije u regionu koji kodira prvih 54 amino 
kiselina, a koji je odgovaran za ostvarivanje kontakta sa fibronektinom. Tačkaste 
mutacije u okviru navedenog regiona  u slučaj  svetloćelijskog karcinoma bubrega nisu 
do sada prijavljene u literaturi (Banks et al. 2006).  
Genetička varijanta Pro25Leu (rs35460768) predstavlja nesinonimnu zamenu 
tipa tranzicije (c.74 C > T) koja je prema podacima iz literature u populaciji zastupljena 
sa frekvencijom većom od 1 % (eng. Single Nucleotide Polimorphism, SNP). Navedenu 
genetičku varijantu smo detektovali u konstitutivnoj, kao i u tumorskoj DNK. U 
dosadašnjim publikacijama nismo pronašli informaciju o asociranosti navedene 
genetičke varijante i nastanka ccRCC, tako da se rs35460768 može smatrati neutralnom 
varijantom (Leonardi et al. 2011). U istom uzorku je detektovan gubitak 
heterozigotnosti 3p regiona. Takođe, nema podataka u vezi uticaja ove genetičk  
varijante na povećanje fragilnosti 3p lokusa i gubitka heterozigotnosti, kao i njihovom 
udruženom uticaju na proces onkogeneze bubrežnog tkiva.
Missense mutacije p.Gly114Cys (c.340 G>T; nesinonimna supstitucija tipa 
transverzije) i p.His115Tyr (c.343 C>T; nesinonimna supstitucija tipa tranzicije) nalaze 
se na početku drugog egzona gena VHL u neposrednoj blizini akceptorskog iskrajajućeg 
mesta i pripadaju tipu splice site mutacija. Navedene promene menjaju mesto iskrajanja 
primarnog transkripta, što rezultuje formiranjem izmenjene iRNK i proteina sa 
izmenjenom aminokiselinskom sekvencom i funkcijom.  
Missense mutacija p.Trp88Leu (c.263 G>T; nesinonimna supstitucija tipa 
transverzije) se nalazi u okviru prvog egzona. Tri prethodno navedene mutacije nalaze 
se u okviru β-domena proteina VHL, preko kojeg se ostvaruje interakcija sa članovima 
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familije protein kinaze C (PKCζ, PKCλ i PKCδ) čija je funkcija u regulaciji 
fundamentalnih ćelijskih procesa (Okuda et al. 1999). Pored uticaja na obradu iRNK, 
amino kiselina His115 sa  Trp88 učestvuje u ostvarivanju interakcije između 
hidroksiliranog HIF-1α i pVHL-a.  Strukturnim analizama pokazano je da je 
specifičnost i stabilnost pVHL-HIF-αHyp564 interakcije omogućena smeštanjem 
hidroksiprolinskog bočnog lanca u duboki džep koji formiraju konzervirane amino 
kiseline Trp88, Tyr98, Ser111, His115 i Trp117 pVHL-a. U okviru džepa se formiraju 
vodonične veze između HIF-αHyp564, hidroksi grupe Ser111 i amino grupe imidazolnog 
prstena His115. Supstitucijom navedenih amino kiselina onemogućeno je uspostavljanje 
interakcije između  HIF-α i pVHL-a (Miller et al. 2005; Min et al. 2002). Pomenute 
mutacije prijavljene su u bazi mutacija The Human Gene Mutation Database (Available 
from: http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Kod oba uzorka detektovan je gubitak 
heterozigotnosti 3p lokusa.  
Proces onkogeneze u uzorcima tkiva kod kojih nisu detektovane promene u 
okviru gena VHL, kao i gubitak heterozigotnosti za šest ispitivanih mikrosatelitnih 
markera 3p lokusa verovatno je asociran sa alteracijama u drugim genima. Primenom 
nove generacije sekvenciranja kompletnog genoma/egzoma identifikovani su tumor 
supresorski geni koji su takođe asocirani sa nastanakom sporadičnih svetloćelijskih 
karcinoma bubrega, PBRM1 (Polybromo 1, mutiran u  ~ 50 % ccRCC), BAP1 (BRCA 1- 
associated protein 1, mutiran u  ~ 15 % ccRCC) i SETD2 (SET domain-containing 
protein 2, ~ 15 % ccRCC) (Brugarolas et al. 2013). Gen PBRM1 kodira protein koji je 
integralna komponenta ATP zavisnog kompleksa čija je funkcija remodeliranje 
hromatina, prilikom aktivacije ili represije transkripcije određenih gena, indukovane 
nuklearnim hormonskim receptorima. Gen BAP1 kodira za protein koji pripada 
subfamiliji ubikvitin C-terminusnih hidrolaza i učestvuje u deubikvitinaciji histona H2A 
i HCFC1. SETD2 kodira protein koji učestvuje u transkripcionoj aktivaciji hromatina 
metilovanjem Lys36  ostatka histona H3 (H3K36). Navedeni geni lokalizovani su u 
okviru kraćeg kraka trećeg hromozoma (lokus 3p21), u blizini centromernog re iona, 50 
mb od gena VHL (Brugarolas et al. 2013). Mikrosatelitni markeri koje smo ispitivali 
lokalizovani su u regionu koji obuhvata 20 mb od VHL gena, tako da nemamo 
informaciju u vezi očuvanosti ostatka hromozoma. Sato i saradnici su kod 42 % wtVHL 
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svetloćelijskog karcinoma detektovali bialelnu inaktivaciju TCEB1 gena, koji kodira 
elongin C. Posledica mutacija u elonginu C je nemogućnost formiranja E3 ligaznog 
kompleksa i akumulacija faktora indukovanih hipoksijom. Utvrđeno je da prisustvo 
mutacija u genu TCEB1 isključuje prisustvo mutacija u genu VHL, što ukazuje na 
snažan selektivni pritisak ka disregulaciji faktora indukovanih hipoksijom u više od 95 
% svetloćelijskog karcinoma (Sato et al. 2013).  
Uprkos ključnoj ulozi inaktivacije gena VHL u razvoju hereditarnih i sporadičn h 
svetloćelijskih karcinoma bubrega, ne može se sa sigurnošću tvrditi da je to  per se 
uzrok nastanka ovog tipa karcinoma. Slična frekvencija wt VHL tumora i tumora u 
kojima je prisutan mutirani VHL gen  u odnosu na stadijum, ukazuje na to da su 
mutacije gena VHL verovatno rani događ j u onkogenezi bubrežnog tkiva, što je 
potvrđeno i drugim studijama (Lubensky et al. 1996). Utvrđeno je da bubrezi pacijenata 
sa VHL sindromom sadrže brojne preneoplastične lezije sa bialelskom inaktivacijom 
gena VHL, od kojih će se samo veoma mali broj razviti u maligne karcinome, što 
sugeriše da su za malignu transformaciju bubrežnog tkiva pored rane inaktivacije ili 
haploinsuficijencije gena VHL, neophodni i dodatni mutacioni događaji. U skladu sa 
tim, u svetloćelijskom karcinomu su detektovane promene koje uključuju gubitak 
hromozoma 14q, duplikacije hromozoma 5q, potencijalno patogene mutacije u tumor 
supresorskim genima CDKN2A, TP53, NF2 i PTEN, kao i mutacije u već pomenutim 
genima koji učestvuju u remodeliranju hromatina (Kaelin 2012). 
VHL zavisni i VHL nezavisni mehanizam u nastanku i progresiji svetloćelijskog 
karcinoma (Bodmer et al. 2002) podržan je rezultatim  ove studije, koji ukazuju na 
postojanje razlika u aktivaciji signalnih puteva koji determinišu specifičan metabolički 
profil, kao odgovor i adaptaciju na prisustvo različitih genetičkih alteracija u tkivu 
bubrega.  
Analizom nivoa iRNK i proteina HIF-2α, nismo detektovali znač jne razlike 
između ispitivanih grupa tumorskog tkiva, kao ni značajne promene u odnosu na 
odgovarajuće neizmenjeno tkivo bubrega. Naši rezultati su u skladu sa rezultatima 
određenih autora (Nyhan et al. 2011), a razlikuju se od rezultata Gordanove istraživačke 
grupe u čijim studijama prisusustvo HIF-2α nije potvrđeno kod wtVHL tumora (Gordan 
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et al 2005). Odsustvo razlika u nivou ekspresije HIF-2α kod tumora sa wtVHL genom i 
tumora sa monoalelnom i bialelnom inaktivacijom, implicira postojanje VHL 
nezavisnog mehanizma regulacije faktora indukovanih hipoksijom i može se objasniti 
svojstvima solidnih tumora.  Mikrosredina solidnih tumora karakteriše se prisustvom 
subregiona sa visokim pritiskom intersticijalne tečnosti, niskom ekstracelularnom pH 
vrednošću, slabom snabdevenošću nutrijentima i hipoksijom (Luoto et al. 2013). U 
tumorskom tkivu, hipoksija nastaje usled disbalansa između zahteva ćelije za 
potrošnjom kiseonika i njegove dostupnosti. Heterognost tumorskog tkiva potiče od 
prisustva regiona koji se nalaze u uslovima akutne i/ili hronične hipoksije. Tumorske 
ćelije koje se nalaze na distanci > 70 µm od krvnih sudova izložene su hronič oj 
hipoksiji, koja indukuje proces nekroze ukoliko u periodu od nekoliko dana ne dođe do 
reoksigenacije (Vaupel i Harrison 2004). Brojnim studijama u kojima je detektovan 
nivo oksigenacije tumorskih tkiva primenom različitih metoda, uključujući pO2 
elektrode, pozitronsku emisionu tomografiju i imunohistohemiju, potvrđeno je da 
hipoksija jeste svojstvo solidnih tumora, odnosno da solidni tumori predstavljaju 
dinamičke strukture u kojima koegzistiraju regioni izloženi akutnoj ili hroničnoj 
hipoksiji (Kaelin 2005b). Našom studijom obuhvaćeni su uzorci tumora u 
uznapredovalom stadijumu, tako da možemo smatrati da se sastoje od subregiona u 
akutnoj i/ili hroničnoj hipoksiji. U uslovima smanjene koncentracije kiseonika 
inhibirana je aktivnost prolil hidroksilaza i zaustavljen je proces hidroksilacije (Kaelin 
2005a, Kaelin 2005b), čime prisustvo funkcionalnog proteina VHL postaje irlevantno 
u procesu degradacije faktora indukovanih hipoksijom. Odsustvo direktne asociranosti 
između inaktivacije VHL-a i ekspresije faktora indukovanih hipoksijom potvrđeno je in 
vitro studijama, praćenjem ekspresije HIF inducibilnih gena u ćelijskim linijama 
renalnog karcinoma, 786-0 VHL+/+  i 786-0 VHL-/-, pri čemu je utvrđeno da je određen 
broj istih gena eksprimiran u oba ćelijska tipa. Pomenuti eksperimenti predstavljaju još 
jednu potvrdu o postojanju VHL zavisnog i VHL nezavisnog odgovora ćelija ccRCC na 
hipoksični stres (Lin et al. 2011; Kong et al. 2007; Baldewijns et al. 2009). Međutim, 
nije poznato da li je aktivacija istih gena u hroničnoj hipoksiji praćena i smanjenom 
ekspresijom proteina VHL u tumorskom tkivu sa neizmenjenim genom VHL. 
Postranslaciona inaktivacija proteina VHL koja podrazumeva ubikvitin zavisnu 
degradaciju praćenu padom koncentracije VHL proteina, predstavlja jednu od 
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komponenata celularnih adaptacija na hipoksične uslove (Liu et al. 2011) i zapažena je 
u specifičnim ćelijskim in vitro modelima. Retki su radovi, uključ jući i naš, koji 
sugerišu da se mutacioni status gena VHL ne može smatrati prediktorom nivoa 
ekspresije proteina HIF-α (Nyhan et al. 2011; Kong et al. 2007; Damjanović et al. 
2016).  
Odsustvo razlika u nivou iRNK HIF-2α u tumorskom tkivu bubrega u odnosu na 
korespondirajuće neizmenjeno tkivo, sugeriše VHL nezavisnu regulaciju gena HIF2A, 
kao i postojanje ekvilibrijuma u procesu transkripcije, translacije i degradacije 
transkripcionog regulatora HIF-2α što su pokazali i X. Kong i saradnici (Kong et al. 
2007). Navedena grupa autora ističe da hronična hipoksija nema signifikantnog efekta 
na stabilnost i akumulaciju proteina HIF-2α (Kong et al. 2007). 
Iako nema razlike u nivou proteina HIF-2α između wtVHL tumorskog i 
korespondirajućeg neizmenjenog tkiva, povećanje odnosa nivoa HIF-2α iRNK između 
tumorskog i neizmenjenog tkiva korelira sa povećanjem proteina HIF-2α u tumorskom 
tkivu. Dobijeni rezultat verovatno ukazuje na postojanje transkripcionih mehanizama 
regulacije ekspresije proteina HIF-2α u pomenutoj grupi tumora (Krieg et al. 2000). 
Ovo se može objasniti činjenicom da protein HIF-2α autoregulatornim mehanizmom 
pozitivne povratne sprege, indukuje transkripciju gena HIF2A (Sato et al. 2002).  
Kvantitativnom analizom ekspresije ukupnog proteina mTOR nismo uočili 
značajnu razliku između wtVHL tumorskog tkiva i korespondirajućeg neizmenjenog 
tkiva. Takođe smo utvrdili da tumori sa očuvanom funkcijom proteina VHL imaju 
značajno veći Fuhrman-ov gradus u odnosu na tumore sa mono- i bialelnom 
inaktivacijom gena VHL. Uzevši u obzir da Fuhrman-ov gradus na osnovu karakte istika 
nukleolusa reflektuje metaboličke promene i biosintetsku aktivnost ćelije (Qayyum et 
al. 2013; Kucejova et al. 2011), možemo zaključiti da ova grupa tumora ima visoku 
aktivnost kompleksa mTORC1. Povišena metabolička aktivnost karakteristična je za 
kasnu G1 fazu ćelijskog ciklusa u kojoj dolazi do povećanja ukupne biomase i rasta 
kako bi se ćelija podelila na dve identične potomačke ćelije (Derenzini et al. 2009). 
Dostupnost glukoze i amino kiselina omogućava aktivaciju mTORC1 kompleksa, 
sintezu proteina i tranziciju ćelijskog ciklusa iz G1 u S fazu (Moniz et al. 2014). 
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Povišen nivo kinaze piruvat dehidrogenaze 3 (PDK3) u tumorima sa očuvanom 
funkcijom VHL proteina u odnosu na neizmenjeno tkivo sugeriše smanjenu aktivnost 
piruvat dehidrogenaze i glikolizu kao dominantan put za produkciju energije u kasnoj 
G1 fazi. Odsustvo razlika u ekspresiji AMPK između wtVHL tumora i odgovarajućeg 
neizmenjenog tkiva, moglo bi se objasniti sličnim energetskim statusom koji maligna 
ćelija postiže ubrzanom glikolizom i reduktivnom karboksilacijom uvođenjem 
glutamata u Krebsov ciklus (Gwinn et al. 2008; Gameiro t al. 2013). Tokom progresije 
ćelijskog ciklusa dolazi do naizmenič og smenjivanja glikolize i oksidativne 
fosforilacije, koje je uslovljeno ekspresijom faktora indukovanih hipoksijom (Moniz et 
al. 2014). U prilog tumačenju da je glikoliza kod ovih tumora dominantan energetski 
put ukazuje rezultat regresione analize kojom smo utvrdili da je najveći deo 
varijabilnosti tumorskog gradusa određen nivoom HIF-2α, između kojih postoji 
negativna korelacija. Sličan rezultat dobijen je eksperimentima na ksenograftim  
ccRCC 786-O, pri čemu je potvrđeno da HIF-2α stimuliše proces oksidativne 
fosforilacije (Biswas et al. 2010). Takođe smo utvrdili da se veliki deo promena u nivou 
PDK3 (97.4 %) može objasniti promenama nivoa proteina AMPK. Pozitivna korelacija 
između nivoa AMPK i PDK3 reflektuje dualističku prirodu AMPK koja metaboličkim 
reprogramiranjem ispoljava efekat tumor supresora ili onkogena prateći faze ćelijskog 
ciklusa. Smanjenje intenziteta oksidativne fosforilacije praćeno je aktivacijom AMPK 
koja će indukovati preuzimanje i regulisati fluks glukoze (Hao et al. 2010; Wu et al. 
2013).  
Pokazano je da povećanje inteziteta glikolize rezultuje padom pH vrednosti 
mikrosredine usled oslobađ nja veće koncentracije laktata u ekstracelularni prostor, što 
indukuje translokaciju proteina VHL u nukleolus čime je onemogućena interakcija sa 
HIF-om u hipoksičnim i normoksičnim uslovima (Mekhail et al. 2004). Dinamika 
lokalizacije i funkcije proteina VHL može biti od izuzetnog značaja u patogenezi 
svetloćelijskih karcinoma sa wtVHL  genom. Činjenica da VHL može da bude lociran u 
citoplazmi i jedru ide u prilog postojanja VHL nezavisnih mehanizma u regulaciji 
faktora indukovanih hipoksijom o kojem je već bilo reči (Mekhail et al. 2004). 
Nukleolusna sekvestracija proteina VHL i inhibicija njegove aktivnosti tokom različitih 
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faza ćelijskog ciklusa moglo bi da objasni specifične patohistološkie karakteristike 
svetloćelijskog karcinoma, nezavisno od genetičkog background-a.   
Nismo uočili statistički značajne razlike u nivou proteina p70S6K1 između 
tumorskog i neizmenjenog tkiva bubrega. Značaj n procenat varijabiliteta ekspresije 
p70S6K1 (92.6 %) određ n je promenama nivoa TSC1 u tumorima sa wtVHL genom, a 
uočena je pozitivna korelacija između pomenutih proteina u tumorskom tkivu. Dobijeni 
rezultat sugeriše fiziološku aktivaciju negativne povratne sprege i pokušaj supresije 
aktivnosti kompleksa mTORC1. Određeni autori sugerišu postojanje pozitivne povratne 
sprege između aktivnosti mTORC1 i p70S6K1. Naime, uz mTORC1 kompleks u 
aktivaciji p70S6K1 učestvuje i protein kinaza C (PKC), a aktivirani  p70S6K1 
fosforiliše Thr2446/Ser2448 u okviru represornog domena mTOR proteina koji indukuje 
aktivnost mTORC1 kompleksa (Holz i Blenis 2005; Chiang i Abraham 2005). Dodatno, 
niži nivo proteina TSC2 kod ovih tumora, verovatno ukazuje na smanjenu biološku 
funkciju kompleksa TSC1/TSC2. Gubitak represije preko TSC1/TSC2 kompleksa bio bi 
jedan od mehanizama koji dovodi do autonomne aktivnosti mTORC1 i p70S6K1. 
Regulacija proteina p70S6K1, nezavisna od mTORC1 kompleksa može predstavljati još 
jedan od razloga ograničene efikasnosti inhibitora mTOR-a u terapiji svetloćelijskog 
karcinoma bubrega. 
Povećanju aktivnosti mTORC1 kompleksa u wtVHL tumorima doprinosi i 
izostanak supresornog efekta proteina REDD1, što proizilazi iz činjenice da nismo 
zapazili značajne promene nivoa proteina REDD1 u odnosu na neizmenjeno tkivo. 
Dobijeni rezultat u skladu je sa podatkom da je gubitak funkcionalnog VHL proteina 
neophodan za porast nivoa REDD1 u svetloć lijskim karcinomima bubrega (Kucejova 
et al. 2011).  Takođe smo utvrdili da postoji pozitivna korelacija između nivoa proteina 
REDD1 i TSC1, kao i da je veliki procenat varijabiliteta ekspresije proteina REDD1 
(88.2 %) određen ekspresijom TSC1. Rezultati naše in vivo studije su konzistentni sa 
rezultatima in vitro eksperimenata, kojima je utvrđeno da je za efikasnu inhibiciju 
mTORC1 kompleksa REDD1 proteinom neophodan funkcionalno očuvan TSC1/TSC2 
kompleks (Brugarolas et al 2004; Sofer et al. 2005). Odsustvo razlike u ekspresiji TSC1 
proteina, kao i niža ekspresija TSC2 proteina u odnosu na neizmenjeno tkivo bubrega, 
sugeriše slabiji supresorski efekat pomenutog kompleksa na mTORC1, što potvrđuju i 
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rezultati istraživnja prema kojima je i umereno smanjenje ekspresije TSC2 dovoljno da 
blokira inhibiciju mTORC1 kompleksa indukovanu proteinom REDD1 (Brugarolas et al 
2004; Tan et al. 2013).  
Tumori sa monoalelnom inaktivacijom obuhvataju tumore sa mutacijom u genu 
VHL i tumore sa gubitkom heterozigotnosti koji potencijalno može da dovede do 
inaktivacije susednih tumor supresorskih gena u 3p regionu. Heterogenost genskih 
promena u ovoj grupi uzoraka moglo bi da bude objašnjenje varijabilne ekspresije 
PDK3 i nemogućnosti tumačenja dozne zavisnosti proteina VHL u tumorskom tkivu, 
što predstavlja znač jnu razliku između in vivo i in vitro studija sa indukovanom 
mutagenezom. Znač jan procenat varijabiliteta nivoa HIF-2α (94.1 %) determinisan je 
nivoom PDK3, iako nismo našli razliku u ekspresiji PDK3 između neizmenjenog i 
tumorskog tkiva. Pozitivna korelacija između HIF-2α i PDK3, koja nije zapažena u 
neizmenjenom tkivu ukazuje na postojanje specifičnog mehanizma metaboličke 
regulacije u tumorima sa haploinsuficijentnim genom VHL. Pored aktivacije 
glikoliti čkog puta kao dominantnog u produkciji ATP-a (Heiden et al. 2009), tumorske 
ćelije modifikuju i glutaminski metabolizam kako bi obezbedile efikasniju 
iskoristljivost ugljenika u anaboličkim procesima (DeBerardinis et al. 2010). Povećanje 
aktivnosti PDK3 enzima rezultuje padom koncentracije citrata i posledičnom 
indukcijom reduktivne karboksilacije koja je će obezbediti raspoloživost metaboličkih 
prekursora za lipidnu sintezu.  In vitro i in vivo eksperimentima na VHL deficijentnim 
RCC ćelijskim linijama i VHL deficijentnim  humanim tumorskim ksenograftima,  
potvrđeno je da reduktivnu karboksilaciju promovišu hipoksija i gubitak VHL-a. 
Rekonstitucijom VHL-a u VHL deficijentnim RCC ćelijama inhibirana je reduktivna 
karboksilacija i reaktivirana oksidacija glukoze. U VHL deficijentnim RCC ćelijama, 
koje eksprimiraju isključivo HIF-2α rezistentan na VHL zavisnu degradaciju (HIF-2α 
paralog) indukovana je  reduktivna karboksilacija, dok u NEK ćelijama miša tu ulogu 
preuzima HIF-1α. Ovo implicira species i ćelijski specifičnu regulaciju reduktivne 
karboksilacije (Gameiro et al. 2013). Uzevši u obzir suprotan efekat HIF-1α i HIF-2α na 
promociju svetloćelijskih karcinoma (Raval et al. 2005), verovatno, HIF-2α ima 
dominantnu ulogu u opisanoj komponenti metaboličke adaptacije, što podržavaju i 
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rezultati naše studije koji se odnose na tumore sa monoalelnom inaktivacijom VHL 
gena.  
U tumorima sa monoalelnom inaktivacijom gena VHL uočili smo značajno 
smanjenje nivoa REDD1 proteina u odnosu na wt VHL tumore, tumore sa bialelnom 
inaktivacijom gena VHL i korespondirajuće neizmenjeno tkivo, što odgovara 
rezultatima dobijenim na Caki-2 ćelijskim linijama (ćelije svetloćelijskog karcinoma 
bubrega) kod kojih je funkcija proteina VHL delimično očuvana (Kucejova et al. 2011). 
Značajno niža ekspresija REDD1 proteina praćena je paradoksnim smanjenjem nivoa 
TSC1. Objašnjenje za niži nivo navedenih proteina moglo bi da bude prisustvo mutacija 
u okviru gena koji kodiraju REDD1 i TSC1. Našom studijom nije bilo obuhvaćeno 
određivanje mutacionog statusa  pomenutih gena, ali prema literaturnim podacima, 
somatske mutacije ovih gena predstavljaju redak događaj u svetloćelijskom karcinomu 
bubrega (Kucejova et al. 2011). Trebalo bi uzeti u obzir i regulaciju gena posredstvom 
miRNK, kojom bi mogla da se objasni redukovana ekspre ija proteina (Manikandan et 
al. 2012). Rezultati studija pokazali su povišen nivo miR-221 koja se vezuje za 3’-UTR 
region Redd1 transkripta kod pacijenata sa svetloćelijskim karcinomom bubrega (Pineau 
et al. 2010; Teixeira et al. 2014; Xing i He 2016; Li et al. 2015). Dodatno, određ ni 
autori sugerišu da REDD1 u uslovima hronične hipoksije više ne ispoljava mTORC1 
regulatornu funkciju (Brugarolas et al. 2004). Kinaza GSK3β (eng. Glycogen Synthase 
Kinase 3β, GSK3β) uključena je u ubikvitin zavisnu degradaciju proteina REDD1, 
TSC1 i TSC2 što bi moglo da objasni sličan obrazac ekspresionog nivoa pomenutih 
proteina u ovoj grupi tumora (Katiyar et al. 2009; Hu et al. 2008). Takođe, GSK3β 
fosforilisanjem proteina VHL deluje na njegove HIF-nezavisne funkcije, tako da bi 
trebalo ispitati mogući značaj ove kinaze u patogenezi svetloćelijskog karcinoma 
bubrega (Hergovich et al. 2006). Našom studijom pokazali smo da postoji pozitivna 
korelacija između ekspresije REDD1 i p70S6K proteina, kao i to da je značajan 
procenat varijabiliteta ekspresije REDD1 (55.8 %) određen promenama nivoa p70S6K1. 
Navedeni rezultat uz smanjenje nivoa REDD1 sugeriše da se regulatorni efekat REDD1 
gubi verovatno na dva načina: smanjenenjem ekspresije i pojavom rezistencije cil nih 
molekula na njegovo delovanje. Slično je i sa funkcionalnim odnosom između TSC1 i 
AMPK proteina. Promene u ekspresiji AMPK objašnjavau se velikim delom 
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promenama u TSC1 (74.6 %) u tumorima sa monoalelnom i aktivacijom VHL gena. 
Regulacija ekspresije TSC1 i AMPK pozitivnom povratnom spregom sugeriše prisutan, 
ali neefikasan tumor supresorski put.  
Patohistološkom analizom utvrđeno je da VHL -/- tumori imaju značajno niži 
Fuhrman-ov gradus od VHL pozitivnih tumora. Glavni regulator biogeneze ribozoma i 
veličine nukleolusa (Fuhrman-ov gradus) je mTORC1. Stoga se Fuhrman-ov gradus 
koristi kao marker aktivnosti mTORC1 (Kucejova et al. 2011; Tsang et al. 2003). Prema 
Fuhrman-ovom gradusu u analiziranim VHL -/- tumorima postoji niža aktivnost 
mTORC1 u odnosu na wtVHL tumore. Ovo je praćeno smanjenjem nivoa ukupnog 
mTOR proteina kod VHL -/- tumora u odnosu na neizmenjeno tkivo.  
Takođe smo pokazali da u ovim tumorima postoji pozitivna korelacija između 
povećanja ekspresije eIF4E-BP1 i HIF-2α. Poznato je da inhibicija samo mTORC1 
kompleksa nema efekta na ekspresiju HIF-2α, za razliku od mTORC2 kompleksa koji 
reguliše njegovu ekspresiju na posttranskripcionom nivou (Nayak et al. 2013). 
Hipoksija potencira vezivanje HIF-1α za HRE sekvencu 4E-BP1 gena i indukuje 
povećanje ekspresije 4E-BP1, koje dovodi do supresije aktivnosti mTORC1 kompleksa 
(Azar et al. 2013). Ovo je obično praćeno i povećanjem fosforilacije eIF4E-BP1 u 
različitim tipovima karcinoma (Cha et al. 2015; Karlsson et al. 2013). Obzirom da je za 
efikasnu translaciju HIF-2α neophodna slobodna forma eIF4E koja postoji samo kada je 
fosforilisan 4E-BP1, moguće je da je u VHL -/- tumorima porast ekspresije eIF4E-BP1 
praćen i povećanom fosforilacijom samog proteina. Prisustvo HIF-2α u tumorskom 
tkivu ukazuje na efikasnu fosforilaciju eIF4E-BP1 i prisutnu aktivnost mTORC2 
kompleksa. Fosforilaciju 4E-BP1 najčešće obavlja mTORC1 čija je aktivnost u ovim 
tumorima smanjena. Objašnjenje za ekspresiju HIF-2α u VHL -/- tumorima mogla bi da 
bude povećana aktivnost MAP kinaza koje takođe regulišu fosforilaciju 4E-BP1 
(Martineau et al. 2013). Dobijeni rezultat ide u prilog pojačane aktivnosti mTORC2 
puta što su i drugi autori pokazali (Block et al. 2010).  
U tumorskim tkivima sa bialelnom inaktivacijom gena VHL prisutno je značajno 
povećanje nivoa REDD1 u odnosu na odgovarajuće neizmenjeno tkivo bubrega, što je 
dobijeno i studijama drugih (Kucejova et al. 2011). Povišen nivo proteina REDD1 
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praćen nižim nivoom proteina mTOR i TSC2, kao i nepromenjenim ekspresijom TSC1 
u odnosu na neizmenjeno tkivo, sugeriše moguću preraspodelu proteina mTOR ka 
kompleksu mTORC2. 
Ovo je prva studija rađena na uzorcima svetloćelijskog karcinoma bubrega u 
kojoj je ispitivana ekspresija i pokazana asocijacija n voa proteina PDK3 sa mutacionim 
statusom gena VHL. Potvrđena je i asocijacija nivoa proteina REDD1 i TSC1 sa 
mutacionim statusom gena VHL. Rezultati ove studije pokazali su naučn  opravdanost, 
jer pružaju informacije koje se odnose na nivo ekspre ije komponenata mTOR 
signalnog puta u zavisnosti od mutacionog statusa gen  VHL, što doprinosi potpunijem 
razumevanju molekularnih mehanizama koji su uključeni u proces onkogeneze 
bubrežnog tkiva. Dalja istraživanja mogla bi da doprinesu razvoju novih pristupa u 
terapiji svetloćelijskog karcinoma bubrega. 
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6. ZAKLJU ČCI 
Na osnovu rezultata dobijenih analizom mutacionog statu a gena VHL i nivoa 
proteina mTOR signalnog puta u svetloćelijskom karcinomu bubrega, mogu se izvesti 
sledeći zaključci: 
1. Mutacija gena VHL praćena je gubitkom heterozigotnosti 3p lokusa u 87.1 % 
sporadičnih svetloćelijskih karcinoma bubrega. 
 
2. Tumorska tkiva sa neizmenjenim genom VHL imaju statistički značajno veći 
Furmanov gradus u odnosu na tumorska tkiva sa monoalel m i bialelnom 
inaktivacijom gena VHL.  
 
3. Nivo ekspresije iRNK za HIF-2α nezavisan je od mutacionog statusa gena VHL. 
 
4. Nivo ekspresije proteina HIF-2α, mTOR, eIF4E-BP1, p70S6K i AMPK ne korelira 
sa mutacionim statusom gena VHL. 
 
5. Nivo ekspresije proteina TSC1, REDD1 i PDK3 korelira sa mutacionim statusom 
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